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RESUME

Ce travail cansiste en une étude physiologique des
possibilités d’adaptation nutritionnelle de

1*hydrogénobactérie Agquaepirillum autotrophicum, ainsi

que des régulstions que cels implique au nivesu de
certaines enzymes. Cette sdsptstion s"effectue par la
mise en jeu conjointe des métabolismes organchétérotrophe
et llthoautotrophe (mixotrophie) selon des modslités

varl des,

Catte hydrogénohactérie s été isolée d’un petit lac
eutrophe, Le Loclat (5t-Blsise, Neuch8tel) (Arsgno et
Schlegel, 197B &Y.

Une étude physiologique réalisée avant ce travail
tAragno et Schlegel 1978 b)), a révélé que chez cet
organisme, chimiolithosutotrophe facultatif, s’affirme
une "prédominsnce’ du métsbolisme organohétérotrophe
(enzymes de la voie d’Entner-fioudoroff constitutives),
par rapport au métsbolisme lithoautotrophe (les
activités——clé de 135 lithoautotrophie n'aspparalssent qu'en
présence d'Ha, 0z et COx). Cependant, les fonctions de 1=
lithosutotrophie et celles de |1 ’organohétératrophie ne
s'exercent pas sans interactions réciproques. Certsins
substrats organiques, par exemple, influencent 1a& vitesse
d” induction de 1'Hzase.

Ces résultsts, sinsl que les différances obeervées
dans les réqulstions des enzymes de 1s lithoautotrophie
chez Agusspirillum autotrophicum et chez Alcaligenes
euktrophue (hydrogénobactérie trés étudide), nous ont
incité A poursuivre 1’étude des interasctians entre les
métabolismes organchétérotrophe et lithoautotrophe chez

Aguaspirillum autotrophicum. Nous nous sommes penchée en

particulier sur les régulstions gui sffectent les
sctivitég-clé de 1s lithoautotrophie.
Ce travall repnse principalement sur une apprache

consistant A soumettre 1’'orgsnisme étudié & des
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transitions, en culture continue.

11 s*avére en premier lieu qu’Aguaspirillum
sutotraphicum n*est capable d’une croissance mixotrophe
impliquant 1’utilieation eimultandte d’un substrat
orgenique, de 1’Hp et du Cla (en présence d’0z2), que
laoreque le substrat organigue eet an cancentration
limitante dans le milieu. Le métabolisme
ocrganchétératrophe agit en effet comme répresseur des
fonctions—clé de la lithoautotrophie, et ceci
proportionnellement & son teux de fanctionnement. L’Hzase
ect toutefois moine ecensible que la RubPCase & cette
réqulation. Par conséquent, dans certaines conditions
transitoires qui permettent 12 eynthése d’Hzase et non de
RuBPCace, la bactérie met en oceuvra un type perticulier
de métaboliome mixotrophe, oG une partie de l’énergie est
iesue de 1’Hz, tout le carbane pravenant du subctrat
organique. Naus avone nommé ca typa da métabolisme
"lithoheétérotraphe”. Cet apport supplémentaire d*énergie
4 partir de 1'Hg permet &4 la bactérie d’assimiler une
propartian plus importante de esubstrat organique, at danc
d'amé¢liarer son rendement de croissance par rappart 4 ce
substrat. De telleg conditions eont réunies par exemple
en culture batch, en brésence de substrat organique et
d’Ha (avec ou &ane COa), ou bien dans les premiéres
heuree qui esuivent 1’adjonction d’Ha & une culture
continue limitée en subetrat arganigque.

On peut constater que lee "choix" métaboliques de la
bactérie cont corrélés & des régulationg varidées et
Gubtiles, qui s’exércent en particulier sur 1'Hzase et la
RuBPCase, et dont vaici ung hréve énumératian.

Promiérement, nous pouvone acsumer, avec une tréc
faible probabilité de nous tromper, que l’Hzase ast
inductible par 1'Ha, la précence de ce gaz &’avérant
néceocsaire & l'apparition de con activité.

Le CO0x accélére la synthice de 1 Hrace. De plus, la
quantitd d’Haase synthéticde est plus importante en
présence de ca gaz qu'en son absence. Il et tautafdie

difficilae de savair si le CO; eat nécascaire ou non &
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1’apparition de 1'Hzase, puisque 1'oxydation deg composés
nrganiques en produit (m#me gi |l"on ne fournit pas de
substrat orqganlque &4 la bactérie, ceilu—ci est
susceptible d’affectuer une resplration endagéne). En
culture continue, |’appart de COx & une population en
équilibre, limitée en carbone et non en énergie (Hx en
excés), pravaque une augmentation du niveau de L'activite
spécifique de 1’Hzase, parallélement 4 un accroissement
de la biobmasse qui résulte de cet apport. Ce phénoméne
tient prabablement S une demande accrue en énergie et en
pouvoir réducteur due & 17activité du cycle de Calvin.

D’ autre part, le fonctionnement du métabolisme
orqganohétératrophe réprime 1 "Hzase, ainsi que la
RuBPCase. Nous avons montré gue cette régulation affecte
la synthése de 1"Hzase et non 1’activité hydrogéne-—
oxydase.

Ouant & 12 RuBPCaae, son activité apparatt chaque fais
que les conditions suivantes asont réunies: besain de
carbane d'une part, énergie disponible d’autre part.
C"est pourquai cette activité ne devient décelable dans
nas cultures que quel ques heures aprés celle de 1’Hzase.
La RuBPCase eat présente également dans des cellules ae
développant sur le farmiate (avec air) (ce aubstrat est
métabalieé via le cycle de Calvin). Dans cea conditions,
1"Haase n"est pae induite; 17 énergie pravient
certainement de [I’hydrogéne prélevé du formiate par une
farmiate-déshydrogénase. Ces réaultate indiquent que les
synthéses de 1'Haase et de la RuBPCaae ne sont pas
saumisea 4 un déterminisme commun au niveau génétigque
{opéron commun par exemple). Les conditions dapparition
de 12 RuBPCaae sont réunies en culture continue limitée
par le substrat arganique, en présence d’un axcéa d’Ha.
Pien qu’un apport de COx n'"ait 2lore pas lieu, il est
difficile da savoir si ce g#az est nécaessaire 4 1’appari-
tion de l’enzyme, car [7oxydation du substrat en libére.

Dans ces conditions, nous avons montré que les
cellules fikent effectivement la COz. Or, =i 1’'on compare

les coite énergétiques de }'assimiiation de pyruvete par



la néoglucagendee ou bien par oxydation de ce substrat et
refixation autatropha du COz résultant de cette
oxydation, an constate que le premier mécanieme et
nettement plue économiqua que le secand. Nous na savone
pas dans quelles proportians la bactérie utilisa les deux
mécani smae.

En culture cantinue limitée par 1’acétate, en préssnce
d'un excés d’Haz, le niveau deé RuBPCase est presque trais
fois plus élevé que dans les m@mas canditione avac le
pyruvate. Loreque, une faie l’'équilibre atteint, du CO=
est fourni A la culture, ce niveau s’abaisse Jusqu’a la
valeur qu’il a dans toutes les conditions étudiées avec
le pyruvate. La RuBPCasa semble donc soumise & une
réquiation par le COa en présence d’acétate at non an
présenca de pyruvata. '

Nous avons abordé un aspect plus epécifiguement
écolagique par la mise en campétition, en culture
continue, du type sauvage d’egugggirillgm sutotrophicum
avec un mutant de cette bactérie dépaurvu de la capacité
d"axyder 1’Ha., En conditione hétératraghes {limitation
par le pyruvaete), les deux papulations se maintisnnent
cate A& cite. Lorsque nous fournissons de 1’'Ha en excés a
cette culture, le type sauvage obtient un léger avantage
par rapport au cwtant. Sous Ll effet de l’apport de COL,
le type sauvage élimine le mutant, puisque 1a limitatian

par le carbong est levée pour lui.
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1. INTROAODUCTTION

1.1. Les hydroagénobactérias.

Le terme "hydrogénobactériea” définit un graupe
physialogique, €t non une unité taxanomique.

Ce groupe est caractérieé par la capacité de tirer son
énergie de 1 hydrogéna moléculaire, 1’accepteur des
électrons étant 1’'oxygéne, &insi que par l’aptitude &
+tiner le gaz carbonique de manié&re autotrapha. Ces
organismes peuvent dont réaliser une craissance
chimialithoautotrophe.

Excepté les genres thermophiles Caldercbacterium
(Kryukov egt_al. 1983) et Hydrogencbacter {Kewasumi et
al. 1980, 1984; Krigtjansson et sl1. 19855 Bonjour et
Aragna 1987, en préparstion), toutes ies
hydrogénaobactéries isolées jusqu’l précent sont
lithoautotrophes facultatives. Elles peuvent donc
également se dévelapper auw dépens d’un substrat
orgenique, réalisent ainsi une croissance purement
hétérotrophe tout & fait similaire & celle que 1'on
observe chez d'autres bactériee hétérotrophas aérobias.

De nombreuses revues sont parues aur ce groupa de
bactéries {(Repaske 194643 Schlegel 1946463 Kelly 19713
Schlegel et Eberhardt 1972; Schlagel 1976; Zavarzin et
Nazhevnikgva 1977; Zavarzin 1978; Aragno et Schlegel

19813 Bowien et Schlegel 1981).



t.ee hydrogénobactéries regroupent entre autres des
Alcaligenes, dee spirilles (dont Aquaspirillum
autotrophicum), des membres des genres Pseudomonas,
Xaenthobacter, et Hydrogenobacter, ainsi que des bactéries
Gram-positives appartenant aux genree Bacillys et
Nocardia.

Les bactériee capables de se développer avec du
monoxyde de carbone comme seule source d’énergie et de
carbone (en précence d’axygéne), peuvent également
croitre au dépens d’'Ha et de COx. On les inclut par
coneéquent dans le groupe des hydrogénobactéries. Les
organismes, nommés carboxydobactéries, regroupant entre
autres certains Pseudompnas et Alcaligenes.

Certaines hydrogénobactéries se sont avérées capables
d'oxyder le thioeulfate (Friedrich et Mitrenga 1981). Ces
auteurs ont également démontré que Paracoccus
denitrificans réslise non seulement une oxydation de ce
substrat, maie auesi une croiseance A ses dépens. lUne
telle croiseance a #té¢ dtudiée plus récemment chez une
wactérie du genre Hydrogenobacter (Bonjour et Aragno
1984).

On a découvert, chez dee bactéries connues depuie
longtemps comme finatrices d’azote, 1'aptitude & se
dévalopper en tant qu’hydrogénobactéries. Le genra
Rhizobium en fournit un exemple (Hanus et al. 19793 Lepo
et al, 198B0O).

Invereément, Xanthobacter autatrophicus (Gogotov et




Schlegel 1974), Alcaliqenes latus (Malik et_al, 1961},

Feeudomonas saccharophila (Sarraquio et _al. 19864) et

certaines Pseudomonas pseudaoflava {(Jenni et _al. 1987,
sous presse), décrites d’abord vomme hydragénobactéries,
s sont avdréeé capables de fiwer 1l’Naz, propriété
qu’elles partagent avec de nombreuses autres

hydrogénobactéries.

L& micromorphologie des hydrogénobactéries ne révéle
aucune adaptation morphologique & la lithoautotrophie
{Aragno et _al. 1977; Walther-Mauruachat et _al. 1977y,
contrairement A ce qui a été observé chezr d’autres
bactéries lithoautotrophes {comme par exemple le systéme
de membranea intracytoplasmigues chez certaines bactéries
nitrifiantes, ou les carboxysomes au sein du genre

Thigbacillus).

1.2, stémes enzymatigues impligqués dans la

lithoautptrophie.

Les hydrogénobactéries, lorsqu™elles se développent en
présence de COx comme zeule sogurce de carbone,
synthétisent leur matériel cellulaire en réalisant la
réduction assimilative du COx par le cycle de Calvin. Le

qenre Hydroqenpbacter, cependant, constitue une exception

en assimilaeant le COx par le cycle de Krebs inveraé (Shiba


et._a.l_

Bt _al. 19835).

iL"activation de 1'Hy procure & ces arganismes le
pouvoir réducteur et )’énergie nécessaires & la fixation
du COz.

Deux types d’'enzymes peuvent remplir cette fonctiont

-les hydrogénases membranaires

-les hydrogénases cytoplasmiques (au Ha-déshydragénsses,
ou Hz:NAD* nxyduréducta;es) {(Schneider et Schlegel 1977).
Ces enzymes exercent des réles physiologiques différents.
L'enzyme membranaire canallae les électrons dans 1a
chaine respiratoire, jusqu’ad 1°0;. L'accepteur des
électrons (peut—8tre une quinone ou le cytochrame €} qui
proviennent de l’'Hzase membranaire, a un patentiel redax
supérieur & celui du NAD*. Par conséquent, chez les
organismes pourvus uniquement d’une Hzase membranaire, un
¥lux invercé d'électrons, pracessus cansammateur
d"énergia, est donc néceseaire pour réduire le NAD™.
L'Hzase soluble réduit directement le NAD*. Son réle
concerne principalement 1a régénération du NADH utiliaeé
par 12 cycle de Calvin, Cependant, elle peut aussi
fournicr des é¢lectrons & la chatne respirataire, par
1"intermédiaire du NAD.

Certaines espéces, comme Alcal igenes eutrophus et
Algaligenep ruhlandfji, possdédent les deux sartes
d’enzymua. Nocardia opacs et Nocardia autotrophica, quant
A elles, ne possedent qu*une Haase soluble, alors que la
majorité des hydrogénabactéries ne sont pourvues que

d’une Hzise membranaire.



I.3. La mixotrophie.

Les orgenismes chimiolithoautotrophes facultatifs, qui
comprennent la plupert des hydrogénobhactéries
{chap.1.1.), sont non seulement capahles d’effectusr les
métabolismes lithoauvtotrophe et organchétérotrophe
séparément, mais ausei de mélanger ces deux types
trophiques selon des wmodalités trés varides. A cette
proprié¢té s’applique le terme de "mixotrophie" qui,
étymalogiquement, signifie “se nourrir de fagon
mélangée”.

Ce terme fut introduit par Pfeffer en 1897 (in
Rittenberg 1972} pour décrire la physiologie dans
laguelle des composés organiques sont soit stimulants
c0it nécessalres a4 1la croissance photosynthétique de
certaines plantes inférieures. En 15947, Pringsheim {(in
Rittenherg 1972) 1"utilisa pour désigner la physiologie
du groupe Beqqiatos, dont la crolssance autotropha est
stimulée de facon importante par des composés orgsniquas
spécifiques. Actuellement, lrs auteure qui dtudient les
organismes chimiolithoautotrophes facultstifs s’en
servent pour qualifier, d’une maniére générale, le
possibilité de combiner 1*utilisation de sources
d"électrons et/ou de carbone inorganiquae avec
1"utilisation de substratas organiquee (Matin 197B; Bowien
et Schlegel 19813 Kuenen et _al, 1985). Récemment, Bnqjour
et Aragno (1986 ont gqualifié de mixolithotrophe le mode

de nutrition dun Hydrogenobacter, capsble de tirer ses



¢lectrons simultanément de deux sources inarganiques

{1’Hx et le thiasul fate).

Cependant, historiquement, on constate que la notion
da mixotraphie n’a pas toujours bénéficié d'un caractére
d’évidence. En effet, en 1890, Winaogradsky, qui le
premier démontra la chimiclithotraphie par ses études des
bacteéries nitrifiantes, tira de ces mEmes travaux le
cancept d’inorgoxydant. Cette notion suppasait que les
bactéries chimiolithosutaotrophes non eeulemant n’avaient
pas besoin de substances organiques paur leur
dével gppement., dtant incapables de les aeeimilér, maie
étalient entravées par ces substances. Le CO=x constituait
par conséquent 1a seule source de carbone utilicable par
ces arganismes (Winogradsky, cité par Rittenberg 1969).

Appliquant ce concept d’une maniére catégarique aux
bactéries chimiclithotrophes, Winagradsky fermait en
quelque sarte la parte 4 la mixotrophie tan peut
assimiler la notion d’inorgoxydant & celle de
lithoautotraphe aobligatoire).

La découverte des hydrngénnbacteries en 190& par
Kaserer ne suffit pas & modifier ces idées. En effet, on
cansidéra généralement que les physiclaogies autctraophe et
hétératrophe des organiemes lithoautatrophes facultatifs
ne pouvaient pae fanctionner simultanément (Woods et
Lascelles 19534). On se contenta de distinguer entre
"autotrophes obligatoires” et "autotraophes facultatife®.

GCependant, en 1949, <’ appuyant sur les danndes

expérimentales qui s’étaient accumul ées, Rittenberg mit



en lumiére le fait que les deux aspects de la physioclogie
(génération d'énergie et aasimilation du carbone)
n’étaient pas aussi dépendsnts 1’un de 1l autre qu’on
1’avait d’abord prétendu et pouvaient se présentar dans
toutes les combinalisons posslibles (Rittenberg 19&9). 11
combattit 1’'idée d’autotrophie obligatoire, préférant
parler de chimiolithotrophie obligatoire. Pour lui, en
effet, 1’autotrophie abligatoire (qui suppose un
développement dépendant de la présence de CDa) n’avait
aucun sens écologique (Rittenberg I972). MEme si les
idées de Rittenberg peuvent Btre révisées en partie a la
lumi ére de nouvelles découvertes !, cet suteur a eu le
mérite de réhabiliter la notion de mixotrophie. Toutes
ces hésitations quant A& 1*attribution d"une réalité aux
modes de nutrition mixotrophes chez les bactérijeg, sont
praobablement imputables A 1'spproche expérimentale
adoptée. En effet, accoutumdz 3 obcerver des phénoménes
de diauxie en culture batch, c’est-aA-dirs en présence de
concentretions élevées de substrats, les chercheurs ont
souvent prétendu que l’utilication conjointe de certains
substrets n"était pas passible. Pourtant, en 1947 déja,
Mateles et _al. (1947) démontrérent 1'utilisation

simul tanée de fructose et de glucose par Escherichia coli

* Par exempla, les orgenismes qu’il nomme
chimiolithotrophes obligatoires et auxquels i1 dénie une
carbone-autotrophie obligatoire semblent en fait autant
dépendants de 1a présence de COx que de cwlle d une
source inerganique d’'électrons (Mstin 1978)jdes bactéries
chimiolithoautotrophese obligatoires ont 4té¢ isolées de
milieux géothermiques (Kryukov st sl. 1983; Kawasumi et
al. 1980, 1984; Kristjanseon et _s1l. 1985) Bonjour =t
Aragno 19877 .



et Pseudomonas fluorescens en culture continue & des taux

de dilution bas, c'est-a-dire a des cuncentrétinns trés
{aibles de ces substrats, alors qu'en culture batch ou
bien a des taux de dilutions plus élevés, les deux
substrats n"étaient pas métabolisés simul tanément. De
nosbireux cas semblables sont connus {(Matin 1981). 11
eemble en effet logique que ce phénoméne soit répandu,
puieque les concentrationg des substratse dans les

environneaents naturels sont géndralement limitantes.

Au vu de ce qui précéde, il s avére que la notion de
sixotrophie n"a cesaé O évoluer en fonction oa6
découvertes effectudes, et qu’'elle est susceptible
d’évoluer encore; ella sera en effet probablement
appliquée 4 un nombre de types trophiques toujours plus
¢levé, au fur et & mesure de leur découvertea; le cas
d*Hydrogenobactar déja cité nous en fournit un exemple
{Boniour et Aragno 1984).

Il découle de cas observations qu’'une définitian
universelle de la mixotraphie ne peut pas dépaaser en
précicion ce que nous donna l’ﬁtymnlogie (cf. ci-dessus’.
Cependant, il est clair que dire d'une bactérie gu’elle
ast mixotraphe en a8 limitant & cette acception géndrale,
équivaut 4 peu prés 3 ne rien dire (nous serions surprise
d’ apprendra que, dane c& sens—la, il existe une bactérie
non fikotrophe!l.

Par cantrg, il appartiaent & chacun de définir, an

rappaort avec 1l organisme qu’il étudie et les conditiona



expérimentales qu’il applique, ce qu’il veut dire quand
il parle de mixotrophie.

Quant A nous, étudiant au coure de ce travail les
Interactiona entre les métabolisemes chimiolithoautotrophe
et chimioorgannhétérotrophe chez un organismne
chimiolithoautotrophe facultatif, nous estimons que la
définition citée plus haut ("pascaibilité de combiner
1’utilisation de sources d'énergie et/ou de carbone
inarganiques avec 1’'utilisation de substrate organiques*)
a'applique & notre cas, moyennant quelques nuances qui
apparaitront au fur et A megure des résultats obtenus,

s"impogant d’elles-mEmes.

1.4 Agpect écologigue.

Les hydrogénohactéries ont été isoléeca de nombreux
habitats (solse, eaux, sédimenta) (Aragno et Schlegel
1981). De ce $ait, on les a longtemps tenues pour
principales recponsables de la consommation aérobhie de
1'H; dans Ies milieux naturele {(Kuznetsov 1959; Schlegel

1974; Schwaizer et Aragno 1975; Aragno et Schlegel 1981).

Cependant, il s'eat avéré que leurs capacités
chimiolithotrophes ne peuvent pae rendre compte de
1’utilisation de 1'H, aux concentrations ou 1l est

présent le plus souvant dans les environnements naturele.
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En etfet, 1’atmasphére ne contient que des traceg de ce
gaz. D’autre part, sa solubilité dang l'eau est trés
faible, de sorte que %’H, atmosphérique se trouve en
équilibre avec une concentration aqueuse de moins de 0,5
nM. La phase aqueuse des &o0ls contient enviran 10 nl/l
d’Hz, ce qui correspand A 0,4 nM. Conrad et Seiler (19277}
ant montré¢ que la décoamposition rapide de 1°Ha
atmosphérique par le sal ne peut pas Btre attribuée aux
hydragénabactéries connues. Des conclusions semblables
ant éité gbtenues par Conrad st _al. (1983 a), a4 1*issue
d’une étude effectuée sur le lLoclat, pe;it lac eutraphe
situé dans les envirans de Neuch8tel. Cette étude montre
qu’il n'est pas toujours passible d'établir une
carrélation entre le ngﬁbre d'hydraogénabactéries et la
concentration d'Hz. De plus, les hydrogénabactéries
connues sant, presque toujours attachées & des particules
de taille supérieure & 3 pm, alors que les ectivités
congommatrices d'Hy sont liédeg A4 des particules dant la
grandeur e situa entre 0,2 et 3 pm. Paourtant, les
cancentrations d’Ha dans ce lac peuvent surpasser de 10 &
4QQ fois celles de la phase aqueuse des sols.

En fait, les constanise d affinité (Km) omesurdes paur
la déconmposition do 1°'H, dans dee échantillans de sols
(Conrad gt _al. 1983 ¢} et d'eau (Canrad gt s}, 1983 a),
ee situent entire 5 et 80 nM, alors que les Km des
hydrogénabactéries connues sont généralement supérieurs 3
1 pM. De plus, Eonrad gt al., (1983 b) ant montr4 que ces
bactéries sont inéapables de fivxer 1'Ha en-deseaus d‘un

certain sauil de cancentration aitué entre 1 et 10 nM,



valeur qui n"est dépassée qu’accasiannellement dans le
Loclat. Par canséquent, 1’activité consommatrice d’Ha
dans ce lac doit 8tre attribuée A des microorganizmes
inconnue, ou bien, commea 1 "hypaothése en a ¢té¢ émise au
sujet des so0ls (Conrad et _al. 1983), A des hydrogénases
abiotiques lides A des particules (Conrad et al. 1983 a).
L’origine de ces hydragénases reste toutefois
énigmatigue.

La gquestion se pase f4galement du made de vie des
hydrogénabactéries cannues dans les milieux naturels.
Dans de nambreux cas, leur croimsance est probablement
avant tout hétérotrophe, puisque (A part quelques
spécialistes) elles sont lithoautotrophes facultatives.
D’autre part, il existe des habitats dans lesquels de
grandes quantités d’Hy sont libérées.

- Les évents des sites géothermiques, dont les gaz
souterrains prafonds contiennent souvent une forte
proportion d’Ha {(Lilley et _al. 1982) en fournissent un
exemple. Dans ces milieux, 1’'Hax semble provenir d’une
pyrolyse de 1'eau lors de la réduction de roches
ferrugineuses 4 hautes températures, maia une origine
biologique ne peut pas Btre exclue (Earoas et _al. 1982).
De tels sites ont &té étudlés (Schink et al. 1983; Conrad
et al. 1985), et quelques souches d'hydrogénobactéries en
ant ¢té igolérs (Mc Gee pt al, 19473 Goto et _al. 19783
Saveleva et_al,. 1982; Kryukov et _al. 1983; Schink et_al.
1983; Bonjour et Aragno 1984; Kawasumi et al. 19843

Kriatjfansson et al. 1985).



- L'hypothése d’une syntrophie entre des
hydrogénocbactéries et des cyanobactéries fixatrices
d’azaote a également été ém{se {(Bishop et Jones 197B;
Ben-Amotz 197%9; Hallenbeck et Benemann 1979; Adams et _al.
19B1; Eothe et Eisbrenner 19B81). Dans les parties
éclairées dee lacs (Conrad et_al, 1983 a; Schink et
leikus 1984), un tranefert direct pourrait s’établir
entre cee erganismes et les hydraogénobactéries, graupés
en amas, ce qui peresettrait d’éviter la dilution de 1’Hy
dans le milieu, &t @insi de contourner les problémes
d’sffinité et da seuil mentionnés plus haut. I1 est
concevabla que les cyanocbactéries tirent un bénéfice de
la consommation d’Hz et d"0z par les hydrogé¢nobactéries,
1'0D, étant inhibiteur de 1'activité de la nitrogénase.
Dane les sols, une telle relation pourrait s'établir
entre des fixateurs d"azote et des hydrogénobactéries. La
plupart des microorganismas fixateurs d'azota du sol
possédent cependant une activité consommatrica d'Ha
élevén. Pourtant, il a été montré que les nodules de
légumineuses émettent das quantités non négligeablas d'Hz
{Schubert et Evang 19763 Evans et Barber 1977). Plus de
15 moitié dee sauches connuee de Bradyrhjzobium japonicum
sont dépourvues d’activité consommatrice d’Hz (Uratsu et
al, 1982)., De récantes études suggérent que das
hydrogénobactéries peuvent se développer & proximité de
nodules constituée par B, japgnicum (La Favre et Focht
1983).

~ Ltee interfaces entra milieu énoxique et miliau oxygéné

peuvent ausei constituer une niche écologique pour les

12
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hydrogénobactéries. Les bactéries fermentatives libérent
en gffet de 1'Hy dans les milieur anadérobies. Oans les
environnements strictement anaérabies, comme les
sédiments de lac, 1"Ha produit est immédiatement recycle
A 1'intérieur mBme de ce biotope, de sorte que de triés
faibles quantités de ce gaz s’échappent dans les rones
aérobies adjacentes (Conrad et al. 1983 a), contrairement
a 1 "hypathése dmise par différents auteurs (Kurnetsov
1939; Schweirer et Aragno 19735, par exemple).

Cepandant, dans certaines situations temparaires, des
concentratians élevées d’Hx sont libérées A partir de
sites anaérabies, dans des environnements aérchies
adjacents. C’est le cas, par gxemple, de sals
périodi guement immergés, ou bien de tas d’ordures déposés
dans des conditions oG la diffusion d*’0x est restreinte
(Gandalla et _al. 1982; Gandolla et Grabner 1983; Gl auser
et al. 1984). Dans de telles conditions, une ségquence
d” évenements 3 lieu, débutant avec 1’¢limination de 170,
ce qui permet une phase fermentative pendant laquelle 30%
des gaz émis sont de 1’Hz. Les conditions qui régnent
pendant cette période transitoire permettent 1le
développement d’hydrogénabactéries (Dugnani et _al. 1986).
Ensuite seulement, }a praductiaon de gaz diminue, le

méthane remplagant 1 "Hx.

Four conclure, an peut dire que les miiieux naturels
n’offrent aux hydrogénabactéries 1a possibilité
d’exprimer leurs capacités lithatrophes que dans des

conditions spatialement et/ou temporairement limitées.



1.5. Historique du probléme et but du travail.

Agquaspirillum autotrophicum a été isolée du Loclat

t{voir chap. 1.4.) (Aragno et Schlegel 197B a). C’est une
hydragénobactérie en forme de spirille, Gram—négative,
mobile gr8ce & sa flagellation bipolaire, mésophile,
neutrophile. Chimiolithoautotrophe facultatif, cet
organisme réalise un métabolisme strictement
respiratoire, |7onygéne servant d”accepteur final des
électrons. Cette bactéria ne posséde qu’une hydrogénace
membranaire et fixe le COz par le cycle de Calvin. Bien
qu'utilisant de nombreux acides organiques, aminoacides,
et sucres acides, elle na métabolise ni les sucres ni les
alcoals.

Contrairement aux enzymes servant a4 la dégradation du
gluconate {(voie d’Entner-Ooudoroff}, qui sont
constitutives, les activités lithoautotrophes, elles,
n‘ont pas été décelées dans les cellules hétérotrophes
(Aragno et Schlegel 1978 b). Les activités d'oxydation de
1'Ha et d’assimilation du COa apparaissent par contre
dans des cellules précultiveées de fagon hétérotrophe et
mises en présence d'un mélange de gaz constituéd d'Hy,
d’0a et de CO,.

Cependant, les faonctione de la lithoautotrophie et
celles de l”organohétérotrophie ne s’exercent pas sans
interactione réciproques. En effet, si 1’"Ha ne réprime
pas la craoissance hétérotrophe, certaina substrets

organiques, par contre, influencent la vitesse

14



d’induction de L’Hzase (Aragna et Schlegel 1978 b). Une
étude plus détaillée sur ce point (a paraitre) démontre
que la plupart des substratec testéc stimulent la synthése
de cette enzyme. De plus, une expérience de cul ture
continue limitée par 1’ azote, montre que l’'activite
caellulaire d oxydation de 1’Hxy dépend de la concentration
de substrat organique fournie & la culture, Nous avons
repris cette expérience de fagon plus caompléte dans ce

travail (voir chap. I11.2.2.).

Ces données, ainsi que les différences observées dans
les régulations des enzymes de la lithoautotrophie chez

Aquaspirillum autotrophicum et Alcaligenes eutrophus (la

plus étudiée des hydrogénaobactéries), nous ont incite a
paursuivre [’étude de la mixotrophie et des interactions
entre les métabolismes lithoautotrophe et

organohétérotrophe chez Aguaspirillum_autotrophicum.

D”autres questions se posaient éqgalement)
—Les enzymes—clé de la lithoautotrophie {(Hzase et
RuBPCase) étaient-elles toujours induites ensemble, ou
bien pouvaient-elles apparaitre l1’une sans l'autre?
~ Dans les conditions od elles étaient forméems les deux,
leur apparition se faisait-elle simultanément ou
séquentiellemaent?
~ Dans une perspective écologique, on pouvait se demander
quel serait, par exemple le compaortement d’une population

constituée d'un mutant d'A, autotrophicum ayant perdu

1'une ou 1" autre des fonctions de la lithoautotrophie, et

15
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du type sauvage, et dans guelles conditions la
lithoautotrophie devenait un réel avantage compeétitif, si

avantage i)l y avait.

Pour la plupart de ces études, la culture continue
NOUs a paru une méthode de choix, pulsqu’elle permet de
maintenir pendant de }onguec périodes des conditione
précises (états stationnaires comportant une biomasse
caoanstante se développant a4 un taux de croissance
constant), da na faire varier gu’un paramétre a4 la fais,
et de travailler avec des concentrations limitantes de

substrat.
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1I. MATERIEL ET METHODES

1101, Organfsmes.

Aguaspirillum asutotrophicum SA 32 (sauche type:
NEU 2012 = DSM 732 = ATCC 29984} (Aragno et Schlegel,
1978 a).

Aguaspirillum autotrophicum NM 4 (souche mutée, ayant
perdu la capacité d’oxyder 1’'Hz: NEU 2208) {(non publisé,

Oraz, travail de licence, Universitd de Neuch3tel!}.

I1.2. Cultures.

I11.2.1. Miligux.

Nous utilicons le milieu minéral de bace décrit par
Schlegel et _al. (1951) et par Aragno et Schlegel (1981).
Pour des culturas autotrophes, nous lui ajoutons 0,05%
iP/V] de NaHCO,. La concentration de NHaCl s’éléve a
37,4 aM (2 g/1), sauf dans le cas da cultures continues

limitées par 1’azote, ad elle et de 2 mM (0,107 g/1).
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11.2.2. Preévuitures,.

Habituellement, nous effactuond deux préculturas
succeseives, la premiére dans un flacon de 100 ml
cantenant 20 ml de milieu, la seconde dane un erlenmeyer
de SC0 ml, 1 ) ou 21 selon les ces, contenant
respectivemant 100, 550, ou SO0 ml de milieu. Nous
incubons ces précultures & 27 °C en les agitant. Les
précultures autotrophes de petit volume sont platées danc
un récipient pour culture anaérobie (Oxoid) rempli avec
85% Ha, 10% COx, S% Ox ou un dessicateur contenant le
mEme mélange de gaz. Nous faisons circular stérilement
(filtree "in-line" Gelman n° 4210 & l’entrée ot & la
sartie}) ce méme mélange de gaz directement danc les

précultures autotrophes de plus grand valume.

I1.2.3. Appareillage et conditions de culture,

+

La fig. 12 fournit une reprécentation achématique de
tout 1’appereillage, monté pour la culture continue.

Nous effectuons nos cultures dans un fermentaur
Biostat S (Braun, Melsungen, RFA}.

Nous choisiesons le volume de précul ture & Introduire



dans le fermenteur, de maniére A obtenir une DO initiale
denviron 0,2-0,3.

Nous préparons les mélanges de gaz au moyen de
détendeurs et de débit-métres de précision (D)
(détendeurs "1"air liquide™ GA 2 et BS 300/3; débit-
métres type 8940, Brooks Instruments, Emersgon electric
Co, Veenendaal Netherlands).

Nous maintenons le pH entre 4,8 et 7,2 gr8ce 4 un
réqulateur de pH incorporé & 1”appareil.

Nous réqulons la pOz dane la culture entre 2,5% et 5%
de saturation, grice & un systéme mis au point per
Bernard Jenni, et dont voici le principe: 1’'enregistreur
du fermenteur suit en permanence la valeur de la pression
d’0a qui régne dans la culture. Nous captons alors ce
signal & 1l’'aide d’un microordinateur "Multitec MPF-IEB"
équipé d'une interface ADC ("analog to digital
canverter”). L’ordinateur commande (via une boita a
relaie) un moteur agissant sur la vanne du débit-métre
qui contrile le débit d’02 fourni & 1a culture. Ce
Bystéme affre ]1'avantage d’'une action continue, n’étant
pas basé, commg teux qul sont commercialieés, sur le

principe du "tout ou rien".

Toutes lee entrées et morties de gazr ou communicstions
avec l’air amblant sont munies da filtres "in-line®

Gelman (n= 4210} (£).

Nous disposone de 3 récipients de culturs (A), de

respectivement 12 1, &4 1 et 2 1; pour la culture



continue, nous leg utilisons avec les volumese de trawvail
de respectivement 4,8 |, 3,31 £t 0,84 ),

Le réeervoir de milieu (B) et le récipient o4 se
déverse le trop-plein (C) sont des bouteillea en verre de
20 1.

Nous &térilisons ia grande cuve gt la cuve moyenne,
ainsi que les récipiente de 20 1, vides, a 120 =C pendant
1 h. La petite cuve est “"autoclavée” pleine, 30 min &

120 =C.

Le miligu et stérilisé per filtration (5terilfilter
Typ 140, {filtres amiante Seitz diamétre 140 mm), au
moment de san introduction dans la cuve et dane le

récervoir, gri8ce au dispasitif représenté sur la fig. 13.

Nous aevons choisi pour nog cultures continues un taux
de dilution velant la moitié du taux de croissance
autotrophe. Ce choix permettait d’éviter tout leesivage
de la culture.

Le taun de croiesancs autotrophe valant 0,173 h—*, le
taux de dilution fut fixeé a4 0,087 h™2. N’ayant
malheureusement pae €u le temps d'étudier les différente
comportements de la bactérie en fanction de taux de
dilution variés, nous avone trevailleé continuellement
avec ce& mPfme taux de dilution, afin d’'obtenir des
résultats comparables tout au long de ce travail.

Pour réaliser une culture continue & un taux de
dilution de 0,087 h~*, la pompe A& meabrane (m), qui &ert
4 amaner le milieu de réserve dans lq récipient de

culture, travaille & un débit de S?1 ml/h sl le volume de

20



culture est de 6,8 1, & un débit de 284 nl/h i 12 valume
est de 3,3 1, et A un débit de 73 ml/h s’il est de
0,84 1.

Dane le premier cas, la culturs consomme 14 1 de

milieu an 24 h.

11,2.4. Collecte et traitement des échantillons.

Tout au long de nos cultures, nous prélevons des
échantillons {(généralement 100 ml) A intervalles
réguliers, au moyen d’un collecteur de fractions mis au
point spécialement par Bernard Jenni. Cet appareil, nommé
Jennitec-111, a été décrit par cet auteur (Jenni,

1984). Nous l’avong incorporé au schéma de la fig. 12,
qui en montre clairement le principe (E). Une boucle de
dérivation nous permet de collecter des cellules dant
1'état physiolagique est celui de 1a culture. Une
électravanne (g), placée sous le contrdle d’un relais
temporisé (r), détermine =0it le retour A la cuve, sait
la sortie en direction du collecteur (c). Les intervalles
entre les collectes et la durde des prélévements peuvent

Btra fineés entre Z et 999 min. Nous réglons le volume

1 Le débit de la pompe, £, est donné par:
f=eDx V
at D: taux de dilution
V: volume de culture.
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d'échantillon callecté en jauant avec la durée du
prél évement et la viteese de la pampe périeataltique (p)
(Masterflex madéle 7521-00 avec t¥te "Duick Load" madéle
7020-40). La température a laquelle reposent las
échantillans entre le mament aqu ils sont callectés et
celui oi naus les traitons, peut Etre maintenue canstante
4 une valeur de notre chaix, entre —20 =C et +20 =C. Nous

1’avons taujours fixée entre 0 et 5 =2C,

Une fois callectés, les échantillons sont centrifugés
(12000 x g, 10 min); lee surnageants sont ctackés &
-20 °C en prévieian des mesurea de cancentratians de
substrats résiduels. Nous lavans les culots de cellules
avec du tampon phasphate de potaseium 50 mM pH 7, puis
les reauspendons dans 4 ol du mfme tampan. Nous divisons
ces & ml en deux portions, Y"une de % ml en wue du test
d’incarporation de NaH!*C0Oz (activité de la RuBPCase),
1'autre de 1 ml en vue du test de réduction du bleu de
méthyl dne en présence d*Hz lactivité de 1’Hzasel). Nous
stackans ces suspensiane au cangélateur (-20 °=C).

Pendant les expériences, nous effectuans réguliérement
des tests de pureté (deux fais par jour) sur agar

nutritif ("Nutrient Brath®, Difco).



11.3. Etude de la croissance.

II.3.1. Variations de 1a biomasse au rours du temps.

Nous estimons la biomasse par mesure de la DO (densité
optique) A 434 am. Une DO do 1 carrespond A& 244 mg de
cellules {poids sec) par litre de culiure autotrophe

d'Aquaspirillum autotrophicum, en phase exponentielle de

croissance (Aragno et Schlegel, 1978 b).

Cette grandeur peut 8tre influencée par divers
facteurs {(par exemple la teneur des cellules en PHB).
Néanmoine, elle constitue une approximation suffisamment
précise pour notre étude, et elle est d’un accés rapide
et facile. Nous effectuons cette mesure sur les
échantillons prélevés, avant de leur faire sublr un
quelconque trajitement, si ce n’est une dilution dés gque

leur DD excéde 0,3,

11.3.2. Poids sec.

Noug utillsons des membranes Miltipore (HAWP, de
diamétre 25 mm, grandeur de pores 0,45 pm) prélavées a
l’eau bidistillée et séchées juequ’a poids constant.
Aprés filtration de 20 m]l de suspension cellulaire, nous
lavons les membranes & 1'eau bidistillée, puis les

séchons jusqu’d polds constant, A 40 =C sous vide.



11.3.3. Nombre de cellules par unité de volume de
culture,

A partir des échantillans a analyser, nous effectuons
une eérie de suspensions-dilutions. Dans une boite de
Petri, nous mélangeons un volume connu de certaines
suspensions—dilutione avec le milieu & 1*agar (agar (Oxoid
n*® 1) maintenu en eurfusion (45-50 =C).

Les suspensions~dilutions, les quantités mises en
culture et le type de milieu utilisés dépendent des
conditions.

Par ewemple, pour des échantillons dont la (00 était
d’enwviron 0,8, nous evons obtenu entre 200 et 300
colonies par boite de Petri, en inoculant 1 ml de
suepention—dilution 10-7, Généralement, nous inoculong 3
boites de Petri par suspensipn-dilution.

Nous avons admis arbitrairement que la viahilité des

cellules ne varie pas selon les conditions de culture.

I1.4. Activiteé de ! "Haase,

Nous mesurons la réduction du bleu de méethyléne an
présence d'Hz, par des cellules entiéres, selon la

méthode de Bchink (1977), légérement hndifiée.



Dans des tubes en polypropyléne (mini-ficles A

scintillation), nous préparons le mélanqe suivant:

Tampon phosphate 50 mM pH 7,0 730 pl
8leu de méthyl éne 1,67 mM 83 pL
Glucose 4 mM 16 pl
Glucose oxydase & mg/ml <= 33 ple
Catalase 2 mg/ml w2 3% pylal
Hz0 bidistillée (B85-x) pl
1000 Ml

¥: valume de suspension cellulaire utilisé pour le test
(a) Fluka 49180, EC 1.1,.3.4.

(b)) Serva 24900, EC 1.11.1.6.

s 34U

1 4490 U

Nous saturons ce mélange en y faigant circuler de 1’Hx
{de 1°Nz pour les témoins) pendant 10 min.

A 1’aide d’une seringue, nous ajoutons x pl de
suspengsion cellulaire (40 pl d’une suspensian dont 1a DO
est d'environ 20), puis introduimsons immédiatement le
mélange dans la cuve du spectrophotométre (Bauach and
Lomb, Spectronic 88) en utilisant un Systéme d"aspiration
automatlque. Toutes les opérations sont effectuédes A
27 =C; la cuve du spectrophotométre est également
thermorégul ée.

La réaction est enregistrée, 4 57C nm, wmimultanément &
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con déroulement; les graphes obtenus nous servent a
calculer lee activitése spécifiques (H), a4 1’aide de la

formule euivante:

H eV (dE 7 dt} ks ka /7 13,1 v C {pl Hz 7/ h mQprac!

Vi volume réactionnel total (ml)

' volume de suspension cellulaire utilisé pour
le test t(ml)

13,13 coefficient d’extinction du bleu de méthyléne

a4 370 nm {(cm® / pmole)

Ei extinction
ks temps tmin)
c: concentration en protéines (mg / ml)

k.t 60 (min)

Ka:z 22,4 (1 / mole)

Pour chaque échantillon, nous effectuone deux meeures
en présence d'Hz et pour certains échantillons, une
mesure en présence d'Na. La plupart des échantillons ne
réduicent pas le bleu de méthyléne en présence d'Na.
Cependant, dans certainee conditions physiologiques, une
telle réduction ee praduit, et noue en déduimons la

valeur du régultat obtenu en présence d’Hz.

Nous avons teeté la reproductibilité de cette méthode
de la maniére suivante: d’une culture autotrophe, noue

avons récolte¢ des cellules. Avant de les congeler, nous
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avons divisé la quantité prélevée en 10 fractions. Nous
avons ensuité mesurd 1'activité de réduction du bleu de
méthyléne en présence d’Hz, ainsi que la teneur en
protéines, dans chague fraction séparément.
Nous avons gbtenu une activité spéciéique moyenne
de 347 % 41 pl Hz / h ¥ MQprox, Cetie marge d’erreur

étant donnde par o (dcart-type wvrail.,

Dans certains cas, nous mesurons L activité de 1'Hzase
au moyen de la méthode manoméiriqgue décrite par Aragno et
Schleqgel (1981). L’oxygéne sert alors d’accepteur des

¢lectrons {activité hydrogéne-oxydase).

Lorsque nous suivons une induction de 1l Hzase, nous le

faisons également par cette méthode manométrigque.

11.5. Activite de 1a RuPPCase,

Nous mesurons 1 incorporation de #C0; dans des
composés stables & lTacide, en présence de RuBP, par des
cellules perméabilisées au toluene, selon la méthode

d’Andersen (1979), modifiée.



Solutions A préparer:

a) “Tampon carboxylase”:

Tris-HC1 20 mM pH 7,8
NaHCOs 30 mM

MgCla 10 mM

EDTA 1 mM

b} RuBP:

Noua achatone ce praduit soua forme dv D-ribuloae 1,5-
bisphosphate de barjum (RuBP{(Ba)x! (Sigma Chemicals Co.,
St Louig, MD, USA (cat. R B123). Nous procédons de la
mani ¢re suivante pour le transformer vn D-ribuloae 1,5~
bi sphosphate de sodium (RuBP{Na),) (méthode communiquée
par le Dr. Schirmann):

- Dissoudre 25 mg de RuBP(Ba)z dane 2,5 ml d4’HC1l 0,05 N.
- Ajﬁuter la quantité nécesgaire de NazSD. lenv. 12 mg)
pour ramplacer tout le Ba par du Na. 1l &2 forme alorse un
précipits de BaSO,.

- Centrifuger (10 min; 3000 x g).

= Ajouter une painte de epatule de NaxS504 au Surnageant
pour vérifier que tout le Ba ast précipite.

= Ajouter quelques gouttes de NaOH dilué 4 la solution de

RuBP(Nal4 pour 1'amener A& un pH d’enviraon 4.

Togt enzymatique:
= Dans un tube =n polypropyléne de 10 ml, centrifuger une

suspansion cellulaire contenant environ 10 & 20 mg de

protéinee (par exemple 2 ml d'una suspension de DD S0),

2B



- Resuspendre le culot dans 300 pl de “tampon
carborylase".

- Ajouter entra 1 et 5 pl d’una solution 1 mg/m! d’ADMase
g1 les cellules s’agglomérant.

- Ajouter S50 pl de toluéne. Mélanger (Vortexi.

- Préincubar 20 min & 25 °C pour activer l’enzyme {(agiter
quel quea fois pendant cette préincubation). Aprés en
avoir utilisé la quantité nécessaire pour effectuer la
réaction (¢f. ci—dessous}, garder cette suspension
“toluinisée” au frigo en prévision du dosage des
protéines.

— Dans un tube Eppendorf, préparer le mélange &uivant:

Conc. finale

Tris-HCl 1,5 M1 pH 7,8 12 pl 150 mM
MoCl = 100 mM 12 pt 10 mM
NaHCOs 450 mM 10 pl 37,5 mM
RuBP (Na) . ca. 10 mM 30 p1 ca. 2,5 aM
Ha0 bidiatill ée 26 pl
NaH**C0Ox 100 mM

200 pCi/ml 10 pl 8,3 mM

., - Transférer les mélanges réactionnels & 25 =C.

- Pour faira démarrar la réaction, ajouter 20 pl de
suspension cellulaire “"toluinisée™.

- Mélanger {(Vortex) {(le tube doit 8tre fermé').

- Laisser agir 2 min & 25 =C.

- Stopper la réaction en ajoutant 50 pl d'HC1 2 N, sous

la_hptte & tirage (du *=C0y &st libéré!).
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- Mélanger {(Vortex}.

~ Laisser reposer queldques minhutes les tubes ocuverts sous
la hotte A tirage.

- De chague tube, prélaver 100 pl et les répandre Sur un
filtre en fibre de verre Whatman OF/C.

« Laisser sécher les filtrec sous une lampe (100 Watts),
pendant plusieurs heures, sous la hotte & tirage.

- Mettre les filtres dans des fioles & scintillation
contenant 2 ml de liquide A scintillation (4 g de PPO,
0,! q de diméthyl-POPOP dans 1 1 de toluéne).

- Déterminer la radioactivité incorporée, A 1’alde d'un

compteur A scintillation.

Pour chague échantillon, nous effectuons la réaction
deux fais. Chaque série de mesures comprend deux témoins,

1’un sans RuBP, 1’autre sans suspension cellulaire.

Avec les mélan§e5 radioactifs, nous travaillons sur
une surface recouverte de papier plastifié (Benchkote},

sous la hotte 4 tirage.
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Nous calculons l'activite spécifique de la RuBFLase

(C) de la manieére suivantes

C = dcpm V, k / Va Vac A ¢t

(Pmales **COx 7/ Min x Mgprae)

dcpm: cpm de 17 échantillon {(moyenne dea deux réactions) -
cpm des témoine {(moyenne des deux témoine de la
Gaérie)

Vi 1 volume du mélange résctionnel (pl)

Va ¢t valume étalé aur la filtre (pl)

Va

volume de suspensian cellulaire utilieé¢ paur le
test (pl)

k 1 1000 (pl)

[ t concentcation en protéines (wg/ol)

[ 1 radicactivité spécifique du NaH**CO, (cpm / pmale)
cette valeur est déterminde expérimental ament au
moyen d'une &érie de dilutions du NaH*+C0O, dont
nous mesurons les cpm dans des conditiane proches
du test.

t 1 duree de ls résction (min)}

Pour estimer la reproductibilité de la méthode , nous
avone effectué le mime test statistique que pour 1’Haase,
Nous avons abtenu unae activité spécifique de
0,053 £ 0,005 pmoles *"*(0x / MIN N Mprae; CELta marge

d"erreur étant donnée psr ¢ (écart—-type vrail.



Naus avans effectué le test avec des quantités
croissantes d'une suspensgion cellulaire dont 17activité
spécifique était voisine de celle de nos é4chantillons,
afin de vérifier que, dans les conditions du test, nous
mesurons des activités enzymatlques prapartionnelles aux

quantités d'enzyme présentes.

11.6.. Fixatlon de '“bD,_par des cellules frasches.

— Aprés avolr récalté les cellules par centrifugation,
les resuspendre rapidement avec la quantité de gurnageant
nécessaire pour obtenir une suspension d’enviran 0,5 g de
cellules par ml.

- Dans un flacan en verre contenant une barre magnétique,
intraoduire 18 m! de surnageant.

- Ajouter 1 ml de suspension cellulaire,

-~ Fermer & 1"aide d'un bouchon A jupe rabattable dans
lequel est enfoncée une aiguille.de seringue (sortie de
Qaz).

- Afin de réactiver tes cellulea, faire barbatter le
mélange de gaz approprié: 95X Hx, 5% 0a pour des cellules
lithghétérotrophes, 100% alr pour des cellules
hétérotrophes.

- Aprég avoir supprimdéd 17arrivée de gaz, ajouter 1 ml de
solution de NaH*“CO3 (solution composée de 0,9 ml HaO +
0,1 ml NaH!'“COx 100 mi; 200 pCi/mi. La concentration
finale dans le mélange réactionnel est danc de 0,5 my

1 pCi/ml}.



- Aprés 5, 10, 15, 20, 25, 30 sec de réa;tion, prélever 1}
ml de mélange réactionnel a l7aide d'une seringue de 1 ml
{tuberculine!) équipée d'une aiquille (diamétre de 1 am,
longueur de &0 mm).

- Ajouter le ml prélevée & 2 ml de méthanol chaud (enviran
40 =C) additionné de 30 pl d'acide acétique concentré,
dang une fiale & scintillation en verre.

- Recouvrir les fioles avec du parafilm; percer le
parafilm a plusieurs endroits a l'aide d’une aiguille de
seringue.

- Evapoarer le contenu des fioles a 40 =C sous vide dans
une 4tuve (sortie de la poape A 1l extérieur).

~ Resuspendre la matiére séchée dans 1 ml d’eau
distillée, en laissant les fioles une nuit sous
agitatian.

— Ajouter 5 ml de ligquide & scintillatian (Triton-X-100:
toluéne contenant 4 g/l de PPO et 0,1 g/l de diméthyl-
POPDP, 1:1). Remattre les fiaoles 4 agiter pendant

quel ques heures.

— Mesurer la radiocactivité incorporée, 4 1l aide d’un

caompteur A& scintillation.

I11.7. Teneur_en protéines.

Nous utilisons la méthade du biuret, modifiée par
Schmidt et_al, (1943). Lalbumine de serum de bavin (BSA)

naus sert de standard.
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11.6. Analyse des substrats résiduels dans les

cultures.

11.8.1. Ammoniaque,

Nous nous servons pour cette mesure, d’une électrode
prévueg a cet effet (lngold Ammonia Probe, Seriea 7500).
Nous établissons une courbe étalon avec du NHaCl, melon

le made d’emplol de 1’électrode.

11.8.2. Pyruvate.

Nous déterminons la concentration en pyruvate en
mesurant 1’oxydation enzymatlique du MADH par la lactate

deshydrogénase, & 340 nam.

HMélange réactionnel:
990-x pl Tris—HC1 O,1 M pH 7,4
8 pl NADH 15 aM

x pl échantillon

Nous choisiscsons » de maniére & ce que la
concentration en pyruvate dans le mélange réactionnel
soit comprise entre 10 et 100 pM. {(On peut descendre

jusqu'"a 2 pM si néceasaire).



Aprés avoir mesuréd l’absorption (A,} de ce mélange,
nous y ajoutons 1 pl de lactate deshydrogénase (snviron
? W {(type 1lI; Sigma Chemicals Ca., &t Louis, MO, USA;

EC 1.1.1.27).

Guand la valeur de 1l"absorption s’est stabilisée, nous
en prenons note (Az). Nous établissons une courbe étalon
en reportent A, - Az en fonction de concentrations
standard de pyruvate.

La limite de senaibilité da ls méthade se aitue

environ &4 3 pM pyruvate.

11.8.3. Acétate.

Nous utilisons, pour cette mesure,. le "kit" de
Boehringer, nous confarmant sux spécifications de cette

firme.



III. EXPERIENCESTS ET RESULTATS

Remarque préliminaire: parmi les courbes gque nous
présentons et qui traduisent 1’activité de 1’'Hzase ou de
la RuBPLCase en fonction du temps, certalnes montrent des
oscillations gui dépassent en amplitude les marges .
d’erreur que nous donnent les tests de reproductibilité
mentionnés aux chap. II.4. et 11.5. L'examen de ces
courbes ne révéle aucune périodiciteé. Actuellement, nous
ne sommes pas en mesure d’émettre une hypothése au sujet

de ces oscillations.



Ili.l. Utilisation de )'Ha et du CO> par des cellules

hétérotrophes.

111.1.1. Effet sur la croisgance, )’Haase et la RuBPCase,

d’une transition de tonditions hétérotrophes & des

conditiane mixotrophes.

Une premiére maniére de réaliser une telle transition
consiste 4 inoculér un milieu contenant du pyruvete * A
ta concentratian de 6 mM et dont la phase gazeuse se
conpose de 854 Hz, 5% Dz, LOL CO3z, avec une préculture
hétérotrophe d'Aquaspirillum autotrophicum (substrat
organique: pyruvate). Nous appelons “mixotrophes” de
telles conditions, ad du substrat arganique, de 1'Hz et
du COz sant mis simultanément & dispasition de 1a
bactérie,

Nous suivons slors, en culture batch, 1'#évalutian de
la populatlan, sinsi que celle des activités de 1’ Haase

et de la RuBPCasa, camme le montre la fig. 1.

Dans ces conditions, Aquaspirillum autotraphigum

réalise une croissance diauxique, dont les deux phases de
craissance sont sépardes par un palier d"une quinzsine
d'heures. La DO au palier est de 1,24. La DD de
17"inoculuam étant deIO,DQS, nous avons une production de

biomasse édquivalente & 1,17 DO. Or, nous savone par

* Naus avons toujaurs utilisé du pyruvate de Na

37



38
d’autres expériences, que la production de biomasse en
culture batch hétérotrophe avec & mM de pyruvate est de
0,97 N0 en mayenne. Nous constatons donc, & 1'issue de la
prami ére phase, un gain de biomasse de 0,20 DO par
rapport &4 une croissance crganchétérotrophe.

Concidérant les activités spécifiques des enzymeu de
la lithoautotrophie, nous constatons que 1 Haase apparait
dés les premiéres heures de la culture, alors que la
RuBPCase ne devient décelable qu’'ad la fin de la premiédre
phase de croissance, quand le substrat organique atteint
des concentrations limitantes. Le gain par rapport au
rendement hétérotrophe ne peut donc Btre attribué qu’a
une ascimilation accrue du substrat organique, rendue
possible par 1'apport supplémentaire d’énergie et
d’équivalents réducteurs provenant de 1'Hy via 1'Hzase.

Nous qualifierons de llithochétérotrophe ce type de
métaboliame dans lequel une partie de l1’énergle ost tirée
de 1’Ha, tout le carbone ascimilé provenant d’un substrat
organi que.

Remarquons encaore 1’aspect particulier de la courbe de
synthése de 1'Hzase. En effet, 1’augmentation de la
quantité d'enzyme ne semble pas avoir lleu en une seule
fois, mais elle parait transiteoirement interrompue
(palier), I1 n"est pas exclu que ce profil traduise un
phénoméne de régulatlon en relation avec la guantité de
subatrat résiduel dans la culture (nous reprenons cette
discussion au chap. IV}.

Pendant le temps que dure le palier (srr@t dana

1'accroissement de la biomssse), la bactéria synthétise
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1a RuBPCase. Lorsque celie—ci a atteint environ I0L de
con activité specifique finale, une craissance autotrophe
commence. Il faut plus de 13 heures a la RubBPCase paur
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 synthétieser la
RuBPCeee (et peut—-8tre d’'autres enzymas du cycle de
Calvin) au dépens du CO0ax qu'ellie $ixe.

Quelques heures aprés le début de le croissance
auvtotrophe (30 h aprée le début de l’expérience, vair
fig. 1), le niveau de l*'Haase augmente, pour se
stabiliser & une nouvelle valeur, enviran 3 fois
supérieure & fan pramier niveau. On peut mettre en
rapport cette augmentatjon d’activité avec une demande
accrue d”énaergie et de pouvoir réducteur, due & la
fixation autatrophe du COa.

Pendant 1*augmentatian de 1'activité spécifique des
deux enzymes, le taux de croissance s’accroit lui sussi.
i1 ne devient constent que lorsque ces deux enzymes se

sont etabilisées & leur niveau maxkimal.

Dane les conditions fourniee per cette expérience, le
bactérjie réalise transitoirement un métabolisme qui met
en jeu deaux sources d’énergis de {fagon conjointe, et que
nous avone nommé tithohétérotrophie. A aucun moment,
1"Ha, le subetrat orgenique et le COx ne eont-utilisés
conjaintement.

Dane 1l’expérience suivante, nous avans tenté da créer

les conditions par lesquelles une craissance {lmpliquant



1'utilisation simultanée d’H,, de substrat organique et

de COa) puisse avoir lisu,

111.1.2. Effets sur 1a crojssanca, l’Haase ot la

RuBPCase, d’une transition de conditions hétérotrophes &

des conditions mixotrophes, =2n cul ture continue.

Nous avont rédalisé de telles conditions expérimentales
en utilisant une culture continue limitée par le
pyruvate. Au départ, le milieu compurte & mM de pyruvate,
concentration également présente dans le réservoir. La
phase gazeuse se compose de BOYL Nz, 5% Da, 10% COa.
Ramarquons que ces conditione (présence constante de
substrat organique en quantité limitante, et de CO= en
excés) sont probablement plus proches des milisux
naturels d’'eau douce, que les conditions de l’expérienca
précédente (chap. I1L.1.1).

Nous inoculons la culture avec une préculture
hétéraotrophe d’Aquaspirillum autotrophicum (substrat
argani que: pyruvate). Lorsque -comme on peut le voir sur
la ¥19.2 - 1a population s’est stabilisée, nous
remplagons tout 1°N; par de 1’°H,. Enviran 1 h apreés
1’adjonction d’Ha, l'Hzase apparait. Environ 2 h apreés
1'Hyase, 1a RubPCase devient dosable. GQuant & la

croissance, wlla reprend anviron 3 h aprés la transition.
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Cotte expérience montre qu’'en présence d’un appart
canstant de substrat organique en quantité limitante, les
enzymes de la lithoautotrophie sont immédiatement
induites aprée 1’apparition d’'Hz, et permettent une
augmentation considérable du rendement de la croissance
par rapport au substrat organique.

D’ autre part, la croissance reprend alors que le
quantité de RuBPCase se situe entre 0% et 117 da son
niveay final. Cela nous suggére que la croiscance se
fait, au départ, sur le compte d’un métabolisme
1li thohét éraotraphe, comme dane la premiére phase de
1’expérience précédente (chap. II1.1.1.). Une fixation de
COax n'intervient que par 1a guite.

Finalement, 1*augmentation de la population se fait
grace au métabaolieme lithoautotrophe, qui se “superpoce”
a 1'utilisation du substrat orgenique. Dans cette phase,
la mivotrophie est plus compléte qQue lors de l’expériance
précédente, puisqu’elle comprend non seulement une
utilisation canjointe de deux eources d’énergie, mais

encore de deux sources de carbane.

Cette expérience montre que, malgré 1’appart de COa
avac la phase gazeuse depuin le début de la cul ture,
c’eet l’'adjonction d’Ha qui provoque 1’'apparition des
ectivités d'oxydatian de 1 "Hz et de fixation du CO.. Le
COz ajouté ne memble donc pes, par lul-m@me, jouer de
rale décisif lors de l& transition de conditions

arganohétérotrophes & des conditions mixotrophes. Nous



avons imaginéd 1'expérience suivante (fig. 3} pour
vérifier ce point, expérience qui nous permettait du mEme
coup de mettre en édvidence une éventuelle action d'un

apport de Clzx sur la croissance hétérotrophe.

I1 s’agit également d’une culture caontinue limitée par
le pyruvate. Au dépeart, la concentration de ce substrat
dans la cuve et dans le réservoir est édgale & & mM. La
phase gareuse se compose de 93% Nz, 3% 0z. L'inoculum est

une préculture hétérotraphe d’Aquaspirillum autotrophicum

(substrat organique: pyruvate), Loresque la population
s"est stabilisée, nous ajoutons du COx dans la phase
gazeuse, qui consiste dés lorse en B85% Ny, 3% 0z, 10X COs.

L’'apport de COx:

- ne change en rien le rendement de la croissance par
rapport au pyruvate

- ne provoque Ni l’apparition de l'activitée de 1'Hzase ni
celle de I’'activité de fixation du CO=.

Environ 48 h aprés 1"adjonction de COzx, nous
remplagons 1 "Nz par de 1’Hz. Comme dans 1'expérience
précédente (fig. 2), les activitéa de 1'Hzace et de 1la
RuBPCase apparaissent, ce qui permet A& la population de
5’ accroitre.

Cette expérience confirma donc nos auppositions, ainsi
que les répultats obtenus précédemment au sujet de

1*apparition des enzymea de la lithoautotrophie.



Les expérigences deécrites ci—-dessus (chap. IIl.Ll.1l. et
111.1.2.) nous apprennent qu’Aguaspirillum autotrophicum
est cspable d’'eccraitre san taux d’assimilation de
carbone organique griice & 1’apport d’énergie et de
pouvair réducteuwr tirés de 1'Ha.

Dans l"expérience suivante, nous tentans de cerner

plus étroitement cette lithohétéerotraophie.

111.1.3. Effets sur la croissanceg, 1l'Haase et la

AEE eux ition ‘une d itions
hétérotrophas & deg conditjons lithahétératraphes, la
sacande de conditions lithohétérotrophes a _d andition

mixatrophes.

Nous avons défini un type de métabolisme
lithohétérotraphe (chap. 111.1.1.). 11 convient néanmoins
de distinguer entre un métabalisme de cette sarte et les
canditions que nous appelaons “lithohétéraotraphes” pour
indiguer que nous fournissons, en plus d’'un substrat
organique, de 1'Hz & la culture, sans tautefois lui
procurer un apport de COa. Comme nous 1’avone déjé dit
{chap. 11l.1.1), nous parleraons de “conditiana
mixotrophes” pow déeigner une culture A& lagumlle nous
fournissons non eeulement du substrat organique et de

l1"Hx, mEis également du CO,.
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L'expérience que nous décrivons dans ce chapitre
consiste en une culture continua lipitée par la pyruvatej;
la concentration de ce subctrat dans la cuve au départ at
dans le réservoir se monte A & mM. La phasa gazause 2
compase toﬁt d” abord de 95% Nz, 5% 0a2. L’inoculum est une
précul ture hétérotrophe d’Agquaspirillum_ autotrophicum
{substrat organique: pyruvate). Lorsque 1'équilibre
hétérotrophe est atteint (flg. 4 a), nous remplagons 1'Nz
par de 1"Ha. La population s”accroit et tend vers un
nouvel équilibre. Quand nous estimons que ia courbe est
suffisamment proche de 17équilibre, nous fournissons du
COz» & la culture {(phase gazeuse: B5% Ha, 5% 02, 10% COax),
ce qui a pour effet un nouvel accroiasement de la

population.

Danz 1 haure qui sult la premiére transition, 1I'Hzase
apparait, suivie 3 h plue tard par la RuBFPCase.
{'adjonction de COD, ne provoque pas de changement dans le
niveau de cette enzyme, alors que 17activité spécifique

de ]1’Hzase triple pratiquemant.

Lors da cette expérience, nous avone estimé las
rendements de croissance par rapport au pyruvate dans les
phases hétérotrophe et lithohétérotropha, 4 partir des
mesures de poids sec. Nous avone consldéré le contenu des
cellules en carbone comme ¢tant constant at valant 50X du
paides sec dans les deux phases. Pour le randement

hétérotrophe (Y hétérotrophe), nous avong prélevé deun



échantillons au cours des 3 h précédant 1’adjijonction
d’Hz. Pour les rendements lithohétérotrophes (Y
lithohétérotrophe (i} et (2)}, nous avone analysé deux
fois daux échantillons, 13-14 h, respectivement 23-24 h
aprée 1’adjonction d’H=.

En culture continue, & l1"équilibre, le rendement de la
croi eeance par rapport aq subetrat limitant,

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

Y = X / 5, (A)
o X : biomasse (g cellules / 1, en poids sec}

Ses : cancentration du substrat dans le réservair (M)

Four 1’équilibre hétératraphe, nous avons:

Y =0,137 0,006 = 25,000 g cellules / mole pyruvate
Le PM de l’acide pyruvique valant BB, on obtiant
0,284 g cellules / g pyruvate
La masee de carbone dans la molécule d’acide pyruvique
G’éléve & 36, ce qui représente 41% du FM. On obtient par
cansbdquent
0,693 g cellules / § carbone du pyruvate
Et comme on admet que le carbone cellulaire représente
50X du poids sec, on obtient

0,346 g carbona callulaire / ¢ carbone du pyruvate
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Pendant la phase lithohétérotrophe, nous nausg trouvons
dans le cas particulier od le substrat par rapport auquel
nous voulons calculer le rendement, est consommé au fur
et A4 mesure qu'il est fourni. Sa concentration résiduelle
et sa variation sont par conséquent négligeables. Nous
faisons danc les approximations suivantes: S = (0 et
d5 / dt = 0, ce gui haus dispense de faire intervenir ces
grandeurs et rend le calcul du rendement possible. Nous
tiendrons compte par contre du taux de crolssance, qui
n'est pas égal au taux de dilution, tant que 1’équilibre
n'est pas atteint. La formule utilicée est la suivante

(Marco Pagni, communication persannelle}:

<
]

(p /00 x L X/ Se ) (e

od p z taux fde croissance {h—t)
D : taux de dilution (h—2)
X t biomasse (g paids sec 7/ 1}

S,t concentration du substrat dans le réservoir (M}

Nous avons danc, pour la premiére valeur de poids sec
déterminéde en conditiaons lithohstérotrophes
(Y lithgheétératrophe (1))1
Y = (0,11 7 Q,0B7) x (Q,233 7 0,008)
= 49,100 g cellules / mole pyruvate
d’olt 1’on tire, comme pour le rendement hétérotrophe:
0,558 g cellules / ¢ pyruvate

sait 0,681 g carbone cellulaire / ¢ carbonme du pyruvete
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Les rengementsa, pour cette expeérience, sont lee

a7

Guivantss
g cell./g pyr. g Ccell./q C pyr.
Y hétérotrophe . 0,28 0,35
¥ lithohétérotraophe (1) 0,56 0,48
¥ lithohetérotrophe (2) ‘ 0,56 0,69

Ces chiffree montrent que, lore de &a croiesance
hétérotrophe, la bactérie asGimile environ 1/3 du carbone
provenant du pyruvate, 2/3 étant Ouydés en wie de la
production d'énergie et de pouvoir réducteur. L’apport
d’Hz dans les conditiona o0 un subsetrat arganique est
précent canstamment mait en concentration limitante,
procure a la bactérie |’énergie néceassire pour doubler
le rapport “subetrat organique ageimilé / ecubetrat
organi que eétabolige”.

1] &€’avére en outre que les veleurc du renﬁement de la
croissance par rapport au pyruvate calculées l'une
13-14 n aprés 1’adionction d’Ha, et 1’autre 23-24 h aprés
catte intervention, ont identiqueé. Ce résultat soulbve
lee queetions Guivantes: ca rendement attmint-il trég
repidement une valeur maximale ou au cantraire
progreesivament 7 y parvient-il d'une treite ou par
étapec 7 Par concéquent, nous svone cherché a

vicueliser 1'évolution de ce rendement depuis 1’équilibre



hétérotrophe Jjusqu’d l’adjonction de CDa.

C'est Marco Pagni qui & ?imablement effectué le
traitement informatique de cec donnéee, en procédant tout
d’abord & un liezage de la cogurba de croisasnce, puis au
calcul du rendament sslon la formule ci-deasue, & partir
de lz premlére dérivée et de la veleur de la DD en
fonction du temps. N’'ayant peg pu mesurer le poids sec en
chaque puiﬁt, nous avans donc établi cette courbe A
partir des valeurs de la DD (fig. 4 b). Nous avons
toutefois constaté que le rapport DD / Peec varie, comme

1'"indiquent les veleure suivantes:

Conditione ' Rapport BQ / Ppec
hétérotrophes (équilibre) 5,3
lithohétérotrophes (1) 6,7
lithoghétérotrophes (2) &7

Ce rapport est pluas éleve en conditione
lithohétérotrophes que pendant 1'équilibre hétérotrophe.
Cela traduit probablement une asugmentaztion de réfringence
plus importanta en proportion que l’augmaentation de
biomasse. Nous ne savons pac si ce rapport DO / Psec
augmente brusquement ou progressivement at par conséquent
comment il influence lz courbe du rendement.

Cependant, une tendance a’exprime clairements le
rendement cesse d’augmenter environ 7 h aprés
i"adjonction d’Hy, aloras que l'Haace vient d’atteindra

son niveau d'équilibre at que la RuBPCase eat A anviron
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70% de ce niveau. A pertir de ce moment, il oscille

autour d’une valeur d"équilibre.

La prégence de RuBPCase dans dee conditions
lithohétérotrophes conetitue & premiére vue un résultat
surprenant, puisque nous ne fournissons pas de COx 4 la
culture.

Danes les premié#éres hauras de cette phase, il est clair‘
que seule l"Hzase cantribue & sugmenter la quantité de

pyruvata ageimilé. En effet, cette enzyme apparait dans
1'heure qui suit 1l’adjonction d’Haz, et 1'accroissement de
la population commence dans la troisiéma heure aprés
catte transition, alors que la quantité de RuBPCaase est
encore pratiquément nulle. (Nous avons déjA rencontré ce
phénoméne dans les expériences décrites aux chap.
111.3.1. et 111.1.2.).

Que se passe-t-il enauite, alors que la quantité da
RuBPCase augmente jusqu’d atteindre le mEme niveau que
dane les conditions o4 du COx est fourni & la culture?

Face & cette ques?inn, il ne faut pae perdre de vue le
fait que, lorsqu’un substrat organique est métaboliseé,

une production de COx en résulte forcément.

Comme nous 1l’avons signalé plus haut, 1"spport de CO,
ne provoque paa de réponse nette du niveau de RuBPCase.
Par contra, le niveau d'"Hxzaee augmente quasiment du
simpla au triple, €a phénoméne tiant probablement & une

demande accrue en énergie et pouvoir réducteur par le



cycle de Calvin, tout comme dans 1’expérience décrlte au

chap. IIi.l.1.

Ces résultats pasent avant tout la question du
fonctionnement du cycle de Calvin dans les conditionsg
lithahétérotrophes. Par les expériences suivantes, nous
avans cherché A4 savoir si les cellules, dans ces

condi tians, fixent effectivement le CDa2 ou non.

I111.1.4. Culture continue en conditions

lithohétéraotraphes en vue d’un _test de fixation du COz,

et transition & des conditions mixotrophes.

La nécessité. d’abtenir des cellules lithohétérotrophes
en vue du test de fixation du CO; (chap. III.1.5.) nous a
fourni 1’otcasion d’effectuer la culture continue dont
naus présentons les résgultats & la fig. 5.

Le facteur limitant est le pyruvate, 5a concentration
dans la cuve au départ et dans le réservaoir ee monte a &
mM. La phase gazeuse se compose dés le début de 93% Ha,
3% 0Oz. Nous inoculons la culture avec une précul ture

hétérotrophe d’Aguaspirillum autatrophicum (subaetrat

organi que)r pyruvatel.
lLa croissance commence immédiatement. Aprés quel ques

hauree, le taux de crolesance tombe pratiquement a l»



o1
valeur du taux de dilution pandant 2 & 4 h selon les
expériences, puis l& population augmente 4 nouvaau A un
taux de crpiesance réduit. Ce brusque ralentissement de
Ila croiseance correspond A 1l épuicement du substrat
organi que.

Au début de ce "platasu*, 1'Hzase n’est qu'd 27% de le
valeur de son premiér équilibre; elle n'atteint cet
équilibre qu’a la fin de ce *“platesu”. Buant a la
RuBPCase, elle n’"eet, au maoment ol la croissance reprend,
qu'a 18% de sa valeur soyenne en conditions
lithohétérotrophes et mixotrophes avec le pyruvate comme
substrat organique, en culture continue limitée par ce
substrat (0,08 pmoles COz 7/ ain x Mg prac!.

L'apport de COz provoque, comme dins L’expérience
décrite précédemment {chap. II{.1.3.), un nouvel
accroissement de le population, ainsi qu’une augmentation
d’un facteur approchant 3 du niveau de 1’Hzese. Nous ne
constatone paes de réponse significative quant.a la
quantite de RuBPCase lors de cette trancition.

Notons que, dans la premiére phase de croissance,
Jusqu’au petit "palier", la bactérie ne réalice pas de
gain supplémentaire par rapport A l’organohétérotrophie,
les niveaux des enzymee de la lithoautotrophie ne le
permettant pas .

Aprés le "palier”, nous retrouvons une croissance
semblable & celle que nous evone oheervée pendant la

phase lithohétérotrophe de L'expérience précédente (chap.

111.1.3.).



Ce sont donc des cellules se développant dans de
telles conditions que naus avons utilisées pour tester la

présence ou 1’absence d’une fixation sutotrephe de COz.

111.1.5. Fixation autotrophe de COx_dans des canditians

lithohétérotrophes.

Nous avons procédé selon la méthode décrite au chap.
Il.&. En voici le principe bridvement 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*“*C0O5. Nous prélevons ensuite, a des
temps différents, dee allquates pour lesquellss nous
arrétons la réaction par mélange avec du méthanol chaud
scidifié, La radiocactivité incorporée est alors
détectable dans un compteur a scintillation.

Nous présentons & la fig. & deux courbes typiques des
résultats obtenus.

On voit que l'incorporation a lieu tout au long de
1'expérience (fig. &a), bien qu’d une vitesse
décraoissante (fig. &b). Cela indique que le NaH®**COs
n’est pas saturant dans notre mélsnge réactionnel.

D’ autre part, nous n’avons pas rapporté les valeurs
obtenues aux MYp.oe dans le mélange. Ces résultats ne

sant donc pas utilisables & un nivaau strictement

52



quantitatif. Cependant, ils permettent de répondre & la
queation précise gque nous nous posons, ce qu'illustre

le tableau suivante

Conditions de croissance cpm / ming
Lithghétérotrophes, a 32340
Lithohétérotrophes, b 13730
Lithanétérotrophes, c 23840
Lithohétérotrophes, d 141160
Hétérotrophes (témoin) B840

a, b, c, d représentent des expériences différentes.

% Pour les cellules lithohétérotrophes, nous citons la
viteese maximale observée. Pour les cellules
hétérotrophes, nous considérons la valeur moyenne dans

les 30 sec qui suivent 1l adjonction de NaH*“4COs.

D*aprés ces résultats, les cellules lithohétérotrophes
incorporent entre 146 et 160 fois plus de NaH'“*C0x que les

témoins.

Nous cancidérons avoir montré cuffigamment clairement
par cas résultats, qu'une fixation autotrophe da COx a
effactivement lieu dans des conditions

lithoheétérotrophes.
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Jusqu’ & présent, nous nous sommes beaucoup préoccupéde
de la croissance en conditions lithghétératraphes.
L’expérience suivante concerne, elle, la transition de
conditions 1ithohétérotrophes A des canditions

mixotrophes.

II1.1.46, Comparaison des cinétiques d’induction da

1’'Hzace en_présence et an_absence de CO,,

Dans leurs travaux de 1978, Aragno et Schlegel ont
toujours étudié les cinétiques d”induction de l’Haase en
présence de COx. Au vu des expériences dégrites aux chap.
ITr.1.1., III.1.3. et [I1.).4,, il est intéressant de
comparer, en ua;burg, les cinédtiques d’induction de cette
enzyme en présence et en absence de CO;.

Comme le maontre la fi19. 7, l"induction a lieu dans les
deux conditions, mais 1a synthése est nettement plus
rapide avec CDa que sans COx.

De plus, le niveau atteint sans COx n’eat que de 244
¥l Hz / h % MYpraey, alors qu'an préaence da ce gaz, nous
pouvons mesurer jusqu’a 1154 pl Ha 7/ h ¥ mgprwe- Les
conditions expérimentales ne parmettent pas & cette
Induction d’atteindre un palier.

Remarguons encore que la raprésentation parabalique
adoptée par Aragno et Schlegel (1978 b) permet un bon
alignement des valeurs é¢yalement dans les conditions sans

COa, avant ]1’apparition du palier,


ibBtncg.de

S5
111.1.7. Effets sur la croissance, 1’Haase et la RuBPCase
deux transition 1’una conditia atrophas A
des conditions 11 hét ér ophe 1 ecanda_da
gonditions lithohétérotrophes & des conditions

misotrophas, en ctulture continue, avec 1’'acétate comme

substrat organique.

Jusqu’a présent, naus avons effectué toutas las
expériences comportant un substrat organique en utilisant
le pyruvata. ]1 était tentant de refsira au moins
1’expérience décrite au chap. 111.1.3. avec une autre
saurce de carbone organique. L’acétate * nous 3 paru un
substrat intérecsant, car son aessimilation emprunte des
voies différentes de celle du pyruvate. D’habitude, cette
assimilation est rendue passible par le cycla du
glyoxylate, suite de réactions anaplérotiques contaurnant
le cycle de Krebs. En effet, on na connafit pas, chez les
organismes aérobies, da mécanisme permettant de
synthétlser de 1’acide pyruvique ou du PEP directement
depuis 1"acide acétique. [1 semble donc qua 1l'acide
acxaloacétique ne peut pas @tre régénéré¢ par la
carboxylation de l1*acide pyruvique {ou du PEP) comme

lorsque ce dernier sert de substrat.

Les récultats da cette expérience apparaissent 4 la

tig. B &,

* Nous avons toujours utilise L acétate de Na.



La concentration en acétate dana la cuve au départ et
dans le réservoir, est ajustée A 12 mM. La phase gazeuse
consiste en 93% N2, 5% O=z. Lorsque la popul ation est
parvenue A un équilibre, nous remplagans 1’'Nz par de
1'Hay, ce qui provoque un nauvel accraissement da la
biomasse. Quand nous estimons que la culture gat assez
proche d'un nouvel édquilibre, nous ajoutons du COz> & la
phase gazeuse, ce qui a pour effet une troisiéme
augmentation de papulation,

L"Hzase se comporte de la mEme maniére que lorsque le
pyruvate sert de substrat organique. Son activité
spécifique triple lora de la deuxiéme transition.

La RuBPCase, par contre, montre psndant la phane
lithahétératrophe, une activité spécifique preaqua I fois
supéricure 4 celle que nous avons cbservée dana toutes
les conditions étudiées jusqu'ici. Lors de la transition
vers la phase mixotrophe, cette activite tombe
brusquement pour rejoindre le niveau gbservé au cours desg
autres expériences (environ 0,08 pmoles **C0z / min x
M9uror} - Comme pour 1’expérience ol le pyruvate sert de
substrat arganique, nous avons testé la capacité des
cellules prélevées dans la phase lithahétérotrophe A
fixer le COa. Le résultat eat poaitif. L'escal que nous
avans réaligé donne ung valeur de 18000 cpm /7 min, A
comparer avec lea réaultats prémentés sur le tableau du

chap. 111.1,5.1}.
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Les rendements de croissance
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(¥) par rapport a

1'acétate, estimés & partir des mesures de poide secs,

sont du mEme ordre que Ceux que nouc abtenons avec le

pyruvate.

Dans le tableau ci-dessous,

naus mentionnons les

valeurs obtenues au caurs de deux expériences, la) et

(b).

Pour la détermination du rendement hétératrophe, les

cellules ont été prélevées environ 1 h avant 1’adjonction

de 1'Hz. Pour la détermination des rendements

lithohétérotrophes

(1) et 2y,

nous avons effectué les

prélévements 24 h (paur les expériences {(a) et (b)),

respectivement 54 h

(paur 1'expérience (a)) et 43 h (pour

1’expérience (b)), aprés 1l’adjonction d'Ha. Le calcul des

rendemente se fait comma axpliqué au chap.

111.1.3.

g cell./g ac

ta) (b}

g Ccell./g Cac

(a) b}

¥ hétératrophe

Y lithohecérotropha {1)

¥ lithohétérotrophe

(2)




En conclusion, qu’'il s"agisse du pyruvate ou de
17 acétate, un tiers enviran du substrat est assimilé en
canditians hétérotrophes. Dans les deux cas, 1'apport

d'Ha permet A la bactérie de doubler cette assimilation.

De mEme que paur ]'expérience ou le pyruvate serwvait
de substrat organique (chap. I11.1.3.), naus avons établi
une caourbe représentant 1’évolution du rendement de la
croissance en fonctian du temps {(fig. Bb). La tendance
qui se manifeste est la m8me qu’'en présence de pyruvate:
le rendement augmente dés l'adjenction d'Ha, pour se
stabiliser autour d'une valeur d’équilibre environ 10 h
aprets la transition, alars que 1'Hzase a presque atteint
son niveau d’équilibre et que la quantité de RuBPCase est

4 environ 707 de sa valeur d'équilibre.

En ce qui concerne les rapports “DO / poelds sec® aux
équilibres hétératraophes et lithahétérotrophes, ils
varient dégalement dans le sens d’une augmentation lors du
passage de conditiong hétérotrophes 4 lithohétérotrophes,

comme le mantrent les valeurs suivantes:

Canditions Rapports DO / Psec
Hétératrophes (égquilibre) 6,2
Lithaghétératrophes (1) 7,9

Lithohétératraphes (2) 7.7
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La dit+érence essentielle entre tes croilssances sur
1’un et sur 1’autre substrat, réside dans la gquantité de
RuBPCase durant la phase lithohétérotrophe, ainsi que
dang son évolution lors du passage de canditions

lithohétérotrophes A mixatrophes.
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111.2. fiets de ]| "apport de subst orqanique eur_leg
enzymes _de la lithopautotrophie et sur la crojissance

autotrophe.

I11.2.1, Prémires,

Rappelons deux résultats obtenus par Michel Aragno

avant le début de ce travail.

1=) L'adjonction de pyruvate (concentration finales

10 mM) A une culture en croiesance exponentielle
autotrophe (fig. 1), a pour effete:

~ d’ augmenter le taux de croissance

— d*abaieser l'activité spdcifique de 1’Haase

d’enviraon 45X

4 h aprés l’adjonction de ce composé, e taux de
croissance devient pratiquement nul. Puie, aprés quelques
heures, la quanti‘é¢ d’Hzase et la viteese de crolscance
recommencent A augmenter, presque simultanément.

Cette expérience souléve la question suivante:
pourquoi, une fois le substrat consommé, la crolssance
s’arrBte-t-elle slors qu’il reste encore 53% de
1’activite spécifique 1Initiale de 1’Haase? Du reste,
cette croissance reprend alors que 17activité de L7#nzyme

est loin d'avoir rejoint son nivesu maximal.

&0
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29) L'adjonction de pyruvate & une culture caontinue
autotrophe limitée par l17azote entraine un ghaissement de
. 1'activité spécifique de |l'Haase:
~ d’environ 75% guand la concentration de pyruvate dans
le récervoir est de 9 mhM
- d’environ 254 guand elle est de |,B mM
Ces deux résultats montrent gue la bactérie regule son
niveau d’Hzase en fonction de la quantité de substrat
organique & disposition. Cependant, cette régulation ne
permet pas, & elle seule, de rendre compte de }’arr&t de
la crolssance aprés l'épuisement du pyruvate dans
1’expérience décrite sous 1°).
C'est pourquoi nous avens cherché A savoir comment
1’apport de eubstrat organique agit sur l7autre aspect du

métabolisme lithoautotrophe, la fixation du CQOa.

I11.2.2. Effet de ) "apport de quantités croisgantes de

pyruvate sur les enzymes de la lithoautotrophie, en

culture continue.

11 @'agit d’'une culture continue limitér par l’szote
lsource d"azoter NHLCl). La phase gazeuse se compoke de
B5% Hz, 5% 02, 10% {C05. Cet aepport de gaz aest maintenu
tout au long de l'expérience.

Au départ, les conditicona sont autotrophee. Puis nous

effectucns plusieurs trensitions & des conditians
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mixotrophes avec diféérentes concentrations de pyruvate,
sans repagsser chaque fois par des conditions autotraphas.

Naus nous éummes irtéressée exclusivement aux #tats
d’équilibres, prélevant daes échantillons S50 A i00 h aprés
lea tranaitions.

Four des raisona techniquaa, noua avone di réaliszer
cette expérience en deux f0i5 (axpeériences (a) st (b))
1’axpérience (a) comprend le= phases autotrophe et
mixotrophe avec 2 mM de pyruvate, l’expérience (b) les
phases autotrophe, mixotrophe avec 5 aM de pyruvate, at
mixotrophe avec 10 mM de pyruvate,

Le tableau ci-contre réunit les résultata abtanus.

Cas résultats mantrent que l’azote limite la
croissance dans toutes las conditiona étudiéam. Quant a
iI"aspect hétérotrophe de l1a croissance, i1 n’est plus
limité avec 10 mM de pyruvate. Puianque, en conditions non
limitées par 1'azote, & mM de pyruvate permettent
d’atteindra une D0 d"environ 0,8, on pouvait s’attendre &
ce que ce substrat =pit en excés au—-deld de cette
concentration, lors de ia croissancs limitée par I'azote.

Dans ces conditiona 00 le pyruvate ect présent en
excds, ia bactérie accumule du PHB, ce qui provoqus une
augmentation de biomasse. 11 semble que la 00 augmente
dans une proportion légérement plus importante (facteur
1,44) qua la masse de cellules 7/ 1| (facteur 1,31). Le
nombre de celiules / ml ;'éldvc d’un facteur 2 quand on
passe A des conditiona non limiténa en carbona

organique!? Nous n’*avona & i’hasure actuella sucune
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"hypathése cancernant ce phénaméne.
Mais le résultat la plus impartant pour nous, concerne
la variation des activités spécifiques de 1l Hzase et de
1a RuBFPCase en fanction de la concentration de pyruvate
préeente dans le milieu de reéserva.
La fig. 9 montre clairement ques
- les deux enzymes eéant soumiees A& une rdgulation
dépendante de la quantité de eubstrat dene le réservoir

~ la RuBPCsee an est affectée plus fortement que 1 'Hzace.

Cec récultate expliquent que, dans 1'expérience
décrite au chap. III.2.1. {(soue chiffre 1=}}, la
craiecance &’arréte presque complétement aprés la
consommatian du eubstrat. En effet, le fanctionnement du
métabalisme hétératrophe a provaqué une baisse &i
importante de l;ectivité du cycle de Calvin, que lorsqua
le eubstrat organique eget épuisé, il est néceassire
d’attendre que cette activité remonte au-—delad d'un

certain eeuil pour que la craissance reprenne.

La queetian se pose maintenent de savoir ei les
régulations abservées ant lieu au nivesu de la synthéee
des enzymee ou de leur activité. En ce qui concerne
1"Haase, naus tentons d'y répondre par l'expérianca

sui vante.
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111.2.3. Effet du pyruvate sur 1'activité hydrogéne-

oxydase.

Pour réaliser ce teat, nous preélevang des cellules
pendant le premier #quilibre mixotrophe (2 mM pyruvate)
de 1’expérience décrite ci—-dessus, puis mesurons leur
activité hydrogéne—axydase en fiole de Warburg. Aprés 40
ou 50 min de mesure, nous ajoutons A la suspension de
bactéries 0,2 ml de solution de pyruvate et mecurons A
nouveau l7activité pendant 50 min.

Le tableau suivant récume lem résultats obtenusg:

Compasition Canc. de pyr. Activite Activité
de la avant adj. aprées adj.
phase gazeuse (mM) du pyr. du pyr.

[ 3] {(plHzx/hxDD)} {1z /hxDD)
Nu,0x,.CDa 10 Q¢ 1.8 #
a5, 5. 10
Hz, D2, C02 0o 485 7190
a5, 5, 10
Ha, Oa, CO=z 10 739 782
85, S, 10
Hz, 02; CDz 20 735 729
as, 5, 10
Ha, Oz, COa S0 740 789
es, 5, 10

&t Ces waleurs traduisent une activite parasite

consammatrice de gaz que 1'on ne peut bien entendu pas



exprimer gn pl Hx / h x DO, puisqu’'il s"agit d’un témoin

al ]1'Ha est remplacé par de ]1°Ni.

Ces résultats montrent que le pyruvate n’exarce aucune
action directe sur l7activité de l’Hzase. Nous pouvans
danc conclure que cette régulation a lieu au niveau de la

synthése de l'enzyme.
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1i1.3. Croissance d’Aquaspirilium autotrophjcum avec ie

formiate.

La capacité d’utiliser legc composés en C, egt

lLargement répandue chez leg bactéries parmi différente

qroupes taxonomi

ques. Les microorganismes capables de

croitre avec les substrats en C, ont développé plusieurs

méthodes d’assimilation du carbone: ¢ycle du ribulose

monophosphate, voie de la sérine, oxydation dee composés

monocarbonés en Cllz et fixation de ce COx par le cycle de

Calvin.

Nous avons voulu savolir si 1a capacité d’assimiler le

COz via le cycie de Calvin conférait également A

Aquaspirillum autotrophicum la facuité d’utiliser le

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

si oui, ce qu'il advenait alore de la capacité d’onyder

1’ Hz=.

Nous avonsg effectué ce test en culture batch, en

fermenteur (milieu minéral + formiate de Na €,4%), en

présence d’air,

avec agitation, et avona constaté une

croissance dont les paramétres sgnt les suivantaa

-1

Taux de croissance
th=~2)

Y x
tgcsell./qgfor.)

Y =
{gCcwll, /qgCfar.)

0,07

0,034

0,085

* ¥: rendement d

® la croissance
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Cette croissance est 13 pius lente qu’il noue a éteé
donné d’observer juequ’a présent {(cf. ce travail, ainsi
que Aragno et Schlegel, 1978 b)), Quant & la guantité de
carbone celliulaire formés par g de carbaﬁa provenant du
formiate, elle est environ 5 fois plus faible gu’avec la
pyruvate ou 1'acétate en conditions hétérotrophes.

A titre de comparaisan, Alcaligenes eutrophus forme

0,051 gcell./gfor., eoit 1,5 fois plue qu’Aquaspirillum
autotrophicum (Friedrich et al. i9791,.alnrs que chez
d’autrec bactéries, cette asgimilation est encare Plus
efficace (Paraccocus denitrificans: 0,078 gceli./gtor.;
Thiobacillus t 0,074 gcell./gfor.; Pseudomonas
oxalaticus OXi: 0,074 gcell./gfor.} {(travaux cités par

Friedrich et _al. 1979).

Noue avone également étudié la précence ou 1'absence

des enzymes de la lithoautotrophie avec ce substrat!

Caondi tions Hzase RuBPCase
For./air - +
For./95%H=, 5402 + +
For, /83%Hs, 5%0a, 104C0a o +

La RuBPCase e&t présente dans toutee les conditions
testéea, ce qui indique gqua le CO2 provenant du formiate
est fixé par le cycle de Calvin. En absence d"Hz, l’Hzace

n"est paa induite.



111.4. Comportement d’une population mixte comprenant

le type sauvaqge d’Aguaspirillum autatrophicum et un

mutant hétérotrophe de cette bactérie, lora de deux

tranaitiona, L’une de_conditions hétérotrophea & dea

conditions lithohétérotrophes, L2 seconde de conditionsa

Iithnhétérotruphes 4 des conditions mixotrophes, en

culture continue.

lLors de son travail de licence, &€ric Droz a isolé¢ un
mutant d*Aquaspirillum autotrophicum ayant perdu ls
capacité de fixer 1"Hz (mutant Hup-) et donc incepable de
se développer en conditions lithoautotrophes. Le
métaholisme nrgannhétérotrophe, cependant, n'e
apparemment pas été touché par le traitement mutagéne; en
effet, les taux et rendement de croiesance sur pyruvate,
ainsl que le taux de crolssance sur succinate sont
identiques A ceux du typec sauvage.

D’autre part, nous avone remarqué que ce mutasnt pousae
bien sur le formiate tavec air), ce qui indigque que lea
fonctions lidea 4 1a fixation esutotrophe du COx n’ont pas

{ou peu! été altérées par le mutagenése.

Avant d'effectuer la culture mixte, nous avone tasté
1"aptitude de la souche mutante A& la réversion spontande,
de la maniére suivante: & pertir d'une culture iliquida
tbouillon nutritlf) de cette spuchs, naue svons réalisé
une série de suspensiona-dilutions dont noua avons
inoculé des boites de Petri contenant du milieu minieum

tincubation an conditioneg lithosutotrophes sous

&8
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atmosphére composée de 854 Ha, 104 COa, 5% 0az). Nous

n'avans trouve aucun révertant.

Les conditions de I culture misxte sont los m8mes que
celles de l’expérience décrites au chap. 111.1.3.
Tautefois, 1’inoculum sw compose d’environ 504 de type
cauvage et 50X de autant.

Tout su long de l’expérience, nous prélevons des
échantillons, au sein desquels nous cherchons a
déterminer les propnrt}una de type ssuvage et de mutant.
A cette fin, nous procédons, pour chaque échsntilion, a
une série de dijutions, & la mise en culture en milieux
solides hétérotrophes (milieu minéral + 0,54 pyruvate) et
autotrophe (milizau minéral + 85X Ha, 5% 0z, 104 COx),
puis au dénombrement &ur 1’un at l’autre milisu *. En
effectusnt les comptages, NOUE avons remsrqud, eur la
plupsrt des boites contenant du miliwu autotrophe, que
deux types de colonigs s’y développaient. Une partie
avait une tsille normale, leos autreec se réduisziont & de
petites points (“pin-pointe”). De plus, en rapportant le
nombra total des colonies (normeales + "pin-points”) se
dével oppant sur milieu autotrophe au nombre des colonies

présaentes sur milieu hétérotrophe, nous obtenons dés la

* Dens lw but de différencier typms sauvage et
mutsnt, nous avons sélectionné, & partir du mutsnt
hétérotrophe, une souche résistante & 1 mg / ml de
streptaomycine. Malheursussment, son tsux de croissance
sur pyruvste #dtant plus faible que celui de la souchse
SEuvagQe, NoOus n’avong pae pu l'utitieser, et avona di
opter pour un double comptage {(en conditions
hétérotraphes d’'une part, en conditions autotrophes
d’ sutre part, comme décrit dane le texte).



phase hétérotrophe une proportion de B0O-90% de bactéries
se développant en cunditions_lithoautotruphes. Par
contre, en établissant le rapport du nombre dee colonieas
normales au nambre des colonies hétérotrophes, ou bien au
nombre total de caloniea {normalees + "pin-points")
présentes su? milieu autotrophe, nous arrivons & des
valeurs avaisinant S50% d’autotrophes dans la preniére
phase de notre culture, ce qui nous parait tout A fait
logi que.

Comment interpréter ce phénoména? Il faut tout d’abard
Btre attentif au fait que, ayant inclus 1l'inoculum dans
1’agar, la croissance autotrophe en est trée ralentie,
puisqu’elle dépend de gsi devant ‘diffuser A travers lo
milieu salide. Nous avons donc émis 1’hypothéee suivante:
le mutant est capable de réaliser una crolesance
oligotrophe, croissance que la longue période
d’incubation a mis en évidence sous forme de ces coloniea
“pin-points".

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons
resuspendu quelques’unes de ¢es minuscules colonies dane
de 1’eau physiologique stérile, ételé un pau de cette
suspension sur de 1'agar nutritif, puie repiqué plusisura
des colonies abtenues d’une part sur agar nutritif,
d”autre part sur milieu autotrophe. Les bactéries —gue
nous avons identifiéen comma étant bien Aguaspirillum
autatrophicum—- se développent normalement sur agar
nutritif, mais aucune craissance n’a Iieu sur milieu
autatrophe (une croissance oligotrophe n’a pas le tespe

de s’établir dans ce tast, les bactéries ayant été
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inoculées A la surfece de l’ager).

La fig., 10 illustre les résutats de la culture mixte.
Naus avons chaisi de présenter la caurbe "% d’'autatrophes
en fanction du temps" abtenua en calculant le rapport
"nambre de calanies narmales / nombre de colonies totales
(narmales + "pin-—points”)". Toutefais, si naus reportons
le rapport “mombre de colanies normalas / nombre de
colanies hétéraotrophes” en fonction du temps, nous
obtenons une courbe de mEme allure, mais avec des valeurs
légérement inférieures (en mayenne 5% d’autatrophes en
mains).

L"allure de la courbe "DO en fanction du temps® est lea
méme que celle de l'expérience ot seul le type sauvage
était présent (chap. 111.1.3.). Pendant les phases
hétérotrophe et lithohétératrophe, les DO se stabilisent
aux m@mes valeurs dans les deux expériences.

Durant 1’'é¢quilibre hétératraphe, le pourcentage
d’ autotrophee se maintient 4 environ 45%; sous l’effet de
1’adjonttiaon d’Ha, cette proportion augmente pour se
stebiliser A 68% lors de l’équilibre lithohétérotraophe. A
ta suite du passage en conditiong mixotrophes, la

popul atian autotrophe élimine le mutant.

Mous daevoneg toutefois émetitre unae réserve au sujet de
ces résultats, En effet, le nambre de cellules n’est pas
farcément un reflat de la blamasee, ce que montre de
fagon frappante la $ig. 10. Noua y voyons que la courbe

“nombre total da cellulee en fonction du temps" (nombre
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de cellules sur milisu hétérotraphel, ne suit pas Lla
caurbe "DO en fonctian du temps”, et ceci
particuliérement dans les phoges hétérotrophe et
lithanétérotraphe. Ces différences traduisent
prabablement des changements dasns le volume des cellules
au cours du temps. Comme rien ne laisse suppaser que ces
variations de taille aftfectent les deux populastions de
fagon identique, nous ne pouvons caonsidérer les valeurs
abtenues paur les proportione autotrophes / total que
comme indicetives.

Risquons cependant une interprétation des diféérencea
entre les deux courbes, tout en restgnt consciente de
1’ aspect spéculsatif que cela implique.

Supposans, en premiére approximation et pour
simplifier la réflexion, que les variations de taille au
sein de la popul ation hétératrophe sont, a partir de
1’équilibre hétérotrophe, négligeablas par rapport A
celle qui affectent la population autotrophe; en effet,
il n"y a aucune raison a priori, pour imaginer un
changement de métabolisme au cein de la population
hétératrophe. Le schéma ci-contre est donc & afme de

rendre compte des différences entre les deux courbes.

Selon cette Interprétation, c’est loras de la phase
lithahétératraphe que les divergences de valumes
cellulaires entre les deux populations sont les plus
importantes.

D’ autre part, =i naus admettons que lwe variatione de

taille =ant =emblables dans les deux populations lors de



la phase hétérotrophe, nous pouvons poser que, durant
cette phase, le rapport "DOD des autotrophes / DD totale"
est identique au rapport “nombre de cellules sutotrophes
/ nombre de cellules total®. Ce dernier étant de 45% et
la DD de la culture de 0,77 a 1'équilibre hétérotrophe,
la contribution de la population eutotrophe A la biomasee
se monte alors & 0,33 DD, celle de la population mutante
A 0,42 OD.

Si maintenant on pose que la contribution da la
popul ation hétérotrophe 4 la bjomasse reste é4gale a elle~
méme lors de la transition hétérotraphia ~——-—>
lithohétérotrophie, le repport “DD das autotrophes / DD
totale” devient égal &4 784 Or 1le rapport “nombre de
cellules autotrophes / nombrae de cellules totel®,
déterainé expérimantalement, n’gat quae de &8%

La tendance apparait donc clairemaent: la part dae
biomasse due aux callules autotrophas egt plus importante
que ne le laissent supposar les dénambrements. Ceci
concorde avec notre idée d’un accroissament de la taille
des cellules autotrophss dane cea conditiona.

De plus, on peut se demander Bi, comme naous
1"avaons d"abord pocé, le biosssse hétérotrophe ce
maintient égale 4 elle-mBme lors de 1a transition, ou gi
elle subit au contrairs un lwaeivage partiel durant Ja
croi asanca lithaohétérotrophe de la population sutotropha,

ce qui ne ferait qu’sppuyer notra hypothése.
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v, DI SCUSSIDODN

iV.l1. Les capacités mixotrophest une fonction de

1’envirgnnement,

Lorsque nous fournissons A Aquaspirillum
autotrpphicum, précultivée an conditions hétérotrophes un
substrat organique, de 1’Hz et du Cha, tous en excés
(chap. IIl.1.1. et fig. 1), cette bactérie ne réalise &
aucun mome=nt une croissance mixotrophe utilisant tous los
substrate simultandment {(pyruvate, Hz, C0a).

En effet, la présence de substrat organique réprima ie
fonctionnement du métabolisme lithoautotrophe. Le systéme
permettant l'utilisation de 1'H: semble toutefolis moins
sensible que le RuBPCase, puisque ]’Hzace est synthéticée
dés lea premiéres heures de la culture. Son action
procure un léger gain A4 la bactérie, par rapport A& une
crpissance purement hétérotrophe. Cependant, au soin méme
de cette premiére phass, I’Haase sembie gsoumise &4 une
régulatinn subtile {(voir chap. IV.3.).

e Cicco ot Stukus, en 194H, ont é¢galemant obasrvé des
courbes diphasiques en soumettant Hydrogenomonas eutropha
(Alcaljgenes sutrgphug) & dea conditione mixotrophes.
Avec des Substrate comwe l'acétate et le pyruvate, lés
caurbes cbtenues sont tréc cemblables a4 celles qua nous
mantraons sur la fig. 1, gt traduicent également un

phénomeéne de répression de la RuBPCase (Gtukue ot De
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Ciccao, 1970). Le systéme d’utilisation de |l'Hz, qu:,
selon cee auteurs, est déja présent au cours de la
pramiéra phase de croissance, ne permet pas, semble-t-il,
de gain de binmagse significatif par rapport a une
utilisation organohétérotrophe du substrat organique.
Contrairement & Aguaspirillum_autotrophicum, dont les
aspects lithotrophe et autotrophe du métabolisme font
preuve, au moins dans quelques conditions transitoires,
d'une certaine indépendance )’un par rapport a l’autre,
Alcaligsnes eutrophus & besoin de ces deux aspects pour
tirer de 1’énergie de 1°Hz. En effet, en présenca d'Ha et
de substrats tels que le tryptophane, l’alanine, et l1a
phénylalanine, cette bactérie réalise un gain de biomasse
par rapport & une croissance organahétérotrophe. Mais
alors, aucun plateau ne sépare les deux phases de
croissancae, cCe qui squéré aux auteurs que les deux
systémes (lithotrophe st autotrophe) fonctionnent durant
la phase mixotrophe {(De Cicco et Stukus 17&B). LCette
hypothése se trouve confirmée par des dosaqes de
l"activité de la RuBPCase en présence de ces différents
substrats (Stukus et De Cicco 197D). Dans le mEme sens,
lorequ’une culture autotrophe d’Alcaligenss sutrophus est
soumise & une adjonction de lactate, on constate un gain
de biomasse plus important si on maintient une ateasphére
contenant Hz 2t COa que si on remplace cette atmosphére
par de l'air au moment ou on ajoute le substrat organique
{(Rittenberqg et Goodman 1949). Mais, ici encore, la
croissance mixotrophe implique la participation des deux

systeémes de la lithoautotrophie,



Lorsqu’une culture d”Aquaspirillum autotrophicum est

saumise A des conditions mixotrophes en présence d’une

quantité limjtante de substrat arganique (chap. 111.1.2.

et suivants et fig. 2 et suivantes), nous assistons & une
expression plus campléte des potentialités mixotrophes de
cette bactérie. En effet, aprés une phase transitgire ou
seule l'oxydatiaon d’Ha permet une augmentation de la
‘'populatiaon, la bactérie consomme simultanédment le
substrat organique et les substrats inarganiques (Hz et
COa).

Or, dans les environnements naturels, il cemble gue l1a
plupart des substrats soient présents en concentration
limitante.

11 n’est donc pas é¢tonnant que le comportement d un
organisme soit différent sl les concentrationa en
substrats sant limitantes au non dans nos cultures. En
197646, Harder et Dijkhulzen ont d*ailleursz montré gue de
nombreux phénoménes de diauxie cbaervés en culture batch
n"ont pas lieu gquand les concentrations en subsatrats sont
suf fisamment basses {(voir aussi chap. [.3. de ce
travail?.

Certains travaux, effectués sur Thiobacillug novellus

(Perez et Matin 1980; Leefeldt et Matin 1980), illustrent
bien ce phénoméne. Ces études montrent que T. novallus,
croissant dans un environnement mixotrophe od les
aubstrats (glucase et thiosulfate) sont en excés, réprime
et inhibe certaines enzymes impliquées dans les

métaboliames du glucose et du thiogsul fate, 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, De plus, cet aorgeniesme semble découpler
partiellement la production d’énergie & partir de ces
subgtratse, ce qui peut peraitre étonnant. Ces régulations
impliquent que, malgré l1'utilisation simnultanée des deux
substrats, ni ie rendement ni le taux de craoissance
sixotrophes ne surpatssent le rendement et le taux de
croissance hétéroctraphes. Par contre, en conditions de
limitation, les phénoménes de répresaiaon et de découplage
n"ont pas lieu, ce qui permet wung utilisation plus
efficsace des deur suhstratc.

Selan Gottschal et Kuenen (1980 a), Thighacillus A2
Cultivé en présence d’acétate et de thicsulfate, an
batch, n’utilise ces deux compasé¢s simultanément, que si
1’acétate, qui réprime la synthése des enzymes sefvant 4
l"utilisation du thiosulfete, n"est pas présent & une
concentration trop ¢levéde. Mais la croissance cCesse dée
que tout l"acdtate a été consommé, ce qui est did A
L’incapacité deg cellules de fixer le COx & ce amaoment-
1A. (Ces auteurs ne précisent malheuraqsement pas si
cette croissance présente un rendement meilleur qu’une
croissance hétératrophe). Par contre, saus canditions de
double limitation par ces subetrate en chemostat, 11}
apparait clairement que le rendemnent de la croisasnce
dépasse la somme dee rendements ahservée avec chacun de
ce% substrate séparément.

Smith gt _a),, en 1980, mentionnent eux ausal une

crolissance sixotrophe chez Thichacillus AZ, en conditions
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de double limitation par la glucose ot le thiosulfata.

Bien que les reégulations eoient différentes chaez
Aguaspirillum autotrophicum, on conctate que chez tous
ces organismes, l’avantege da posséder dee capscitéa
aixotrophea n’apparait véritablement gue dans des
conditions od au agine 1’un des gubatrets impliqués ast

en concentration limitente,

IV.2. La lithohétérotrophiea, cae particulier de

mixotrophie,

Notre travail établit clairement (chap. III.I.1. et
111.1.2.) 1’exintence d’un mode de croissance au cours
duque] 1*énargie tirée de 1°Ha permet un taux
d’assimilatian plus important du substrat organique qu’en
conditions organchétérotrophea. Nous avons appelé ce type
de métabolisme “1ithohétérotrophie™t. Au coure d’una
telle crolssanca, tout le carbone provient du substrat
organique, la fixation autotrophe de CD; n”ayent paa lieu
(RuBPCase abmenta ou évantuellemant inactive). Un tal

* Comme nous l’avona déjad mentionneé, il convient de
distinguar antre la attabolisme lithocheétérotrophe, dont
nous montrons qu’il ne s’exerce que transitoirement chez
notre bactérie, ot les conditions que nous appelons

"lithohétérotrophes” pour indiquer quea nous ne
faurnissons pas de COz & 1a culture,
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made de craoicsance eemble Btre 1s régle cher certains

Thiobacillee dont Thigbacillus perametabolie (Vishniac

1974; Gottschal et Kuenen 1980 b). Cee organismes sont
capables d'utilis;r les composés réduite du soufra comme
saurces d'énergie, maie ne peuvent pas fixar le (C0a,
tirant pasr canséquent leur carbone de compaoeée
ogrganiques. Chezr certaines espéces du genre Begqjatoa, ls
présence de sulfure entraine une diminution importante du
tsux d'ouydation de l"acétata, ainsi gqu’'une augmentation
du rendement de croissance. Il s’'agit donc praobablement
d’una croiesancae lithohétératrophe, une fixation de COax
par les voies autntréphes n"ayant jamais été prouvée &
1"intérieur de ce groupe {(Larkin et Strohl, 1983).

Ayant constaté l1'existence d'une croissance

lithaohétérotrophe chezr Aquaspirillum sutotrophicum, nous

avons tenté de Créer des conditions al ce métsbalisme
pourrait s'exprimer pleinement et dﬁrablemeﬂtu nous avane
fourni de 1'Hz: et de 1’02 (mais pas de COz) & une culture
limitée par le pyruvate (chap. I[11.1.3, et fig. 4). Notre
but était de quantifier le gain que pracurait 1’Ha, dans
lee conditions ol la substrat eet utilieé¢ en permanence
tout en permettant la synthése de 1l Haaee 4 un taux
#lavé. Nous avane alare découvert qu'A, autotrophigum, en
prégence d'Hz, n'induit pas seulement san Hzame, mais
augei, et sane que du COa ne scit amenéd de l'extérieur,
63 RuBPCase. Ayant é¢tabli (chap. 1I1.1.5.) que les
cellules fixaient effectivement le L0z danse ces
conditions, NOue ne pouvione pas mettra 1°’augmentation du

rendement de la croiesanca dens cette phasee uniguamant



sur le compte d'un métsholisme lithohétérotrophe. I1
n*est donc pas possible, au moyen d’une telle culture, de
maintenir une croissance lithohétérotrapha isol ément de
fagan dursble, et donc de )’dtudier d’un point de vuws
quantitatif, Un moyen d’astteindre ce but sersit de
soumettre A ce méme type d’expérience un mutsnt incapsable
de fixer le C0a par le cycle de Calwvin mais sysnt
conservé les mBmes propriédtés hétérotrophen que la souche
sauvage, ainsi que la capacité d'oxyder 1'Ha (mutant
lithaohétérotrophe). Malheureusement, ce mutant n’a pas

encore é6té obtenu.

Pseudampnss carboxydoflava, cultivée en hstch, en

présence de pyruvate et de CO, ou de pyruvate et d™Ha,
assimile une quantité plus importante de pyruvate que
lors d’une croissance en présenca da ce substrat geul
(Kiesaling et Meyer, 19B2). Chez cette bactérie, 1'Haase
et la CO-oxydase soht constitutives, alors que la
RuBPCase n’est synthétiaée qu’en absence de aubstrast
organique., Une telle croissance (substrat organique + Ha
ou substrat organique + CO), pendant laquelle ces auteurs
ont montré que tout le carbone provient du pyruvaste, peut
donc €tre considérée comeme lithohétérotraphe. Le gain de
DO par rapport & 1"hétérotrophie se monta & 7% en
présence de CD, et a 353% en présence d’Ha. A titre de
comparaison, noua obtenons, svec Aqusspirillum
autotrophicum, & 1'iesue de la premiérg phase de la
culture batch en conditiones mixotrophes décrite au chap.

ITI.1.}., un gain de 21%
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{n peut édgalement canclure A& une croiseance de type
lithohétérutrophe chez Thigbacillus AZ en chemostat quand
lee concentrations des subetrats (acétate et thiosul fate)
sont maintenues dans certainee limites (Gottschal et
Kuenen 1980 a). En effet, lareque la cancentration en
thiopsulfate est aguwz faible par repport A la
concentrstion en acétate, cet organieme cesee de finer le

COx.

Quant A& naoe é¢tudes en chemastat sur la
lithohétérotrophie, elles ne cancernent que des culturee
limitées par le substrat organique. Des conditions de
double limitation {(par 1'Ha et par le substrat orgunique)
Nnous fuurniraient~eilas un deuxiéme moyen d’obtsnir un

éguilibre lithohétérgtrophe? *

En ce qui concerne Alcaligenss putrophus, Kidret et

Friedrich, en 1984, ont Soumis cette bactérie A uns
transition de conditions hétératrophes & des conditions
lithohétérotrophee semblable A celle que nous avons
décrite au chap. [II.1.3. A, eutrophus réaliss, du fait
de l'adjonction d’Hz, un gain par rapport a

| ‘organahétérotrophie. Capandant, cas auteaura montrant
gue la RuBPCase est presante dane les deoux conditiono
(hétérotrophe et lithohdtérotraphe). De plus, si un
mutant incapable de fixer le C0a par les voies

* Le premier moyen, mentionné plus hsut, consicste an
l"utilisation d’un mutant incapsble de fixer le CDa.
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autotrophes est soumic A la mEme expérience, il ne
réalise qu’'un gain négligeable. Ce travail montre, comme
ceux de De Cicco et Stukus (196B), Stukus et De Cicco
(1970}, et de Rittenberg et Goodman (1969}, qua, chez
A.eutrophus, la présence de RuBPCase #8t nécessaire &

1’ augmentation du rendement de la croissance en présence

d'Ha (mBme sans apport extérieur de COa).

Ce type de trangition souléve plusieurs quastiona.

i) Premidérement, si l'on adopte le point de vue de la
rentabilité, pourquoi le cycle de calvin intervient-il
alors que nous ne fournissons pas de C0z & la culture?

En effet, comparons les coits énergétiques de la

synthése de triose-phaosphate A partir de pyruvate par les

deux mécanismes suivants:
1=} Le premier mécanisme implique la néogluccgenduas
1 pyruvate + 2 ATP + NADH -—-—- > 1 trigae-phpsphate
Si on considére que 1 NADH équivaut & I ATP
que 1 FADH: équivaut & 2 ATP

et que 1 GTP équivaut A 1 ATP:

1 pyruvate + 5 "ATP" ————>3 1 trioss-phosphata



2=) Le secand mécanisme comprend tout d'abord 1l’oxydation

du pyruvate via le cycle de Krebs et la respiration:

I pyruvate ----- > 4 NADH + 1 FADHa + 1 GTP + 3 CD»

Autrement dit:

1 pyruvatg ==—=——-— > 1% "ATP" + 3 COa ta)

Puis la fixation du COx via le cycle de Calvin:

3 CDa + & NADH + 7 ATP -——=--=)> ] triose-phosphate

Autrament dit:

3 COay + 27 "ATP" ————— > 1 triose-phaosphate (h)

En additionnant (a) et (b}, on obtient:

1 pyruvates + 12 "ATP* ——====> 1 triose-phosphate

Le premier mécanisme sst donc nettement plus

-éconamique que le second.
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Comment la bactérie joue~t-elle avec ces deux
mécanismes ?

Il existe plusieurs mani#res d"approcher ce prabléme,
at ces approches se complétent.

Premiérement, il faudrait esaayer de suivre dans cette
phase lithohétérotrophe 17activité de l'q;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 l”assimilation du carbone provenant du
substrat organique prédomine alors sur son oxydation.

Une seconde maniére d’"approcher le probléme serait
d’exécuter systématiguement, A& intervallea réquliers &
partir du moment ou 1"Hz est fourni A la culture, le test
de firkation du CO=z tel que nous le décrivons au chap.
I1.6., Utllieéd de fagon quantitative, ce test permettrait
de visualiser A gquel moment et dans quelles proportions
la fixation autotrophe du CO2 a effectivement lieu dans
la culture.

Finalement, 1”étude de 1la troissance en conditions
lithohétératrophes d’un mutant incapable de fixer le COz,
serait probablement utile, é4galement pour approcher cette

question.

En tous les cas, lea fig. 4 b et 8 b nous apprennent
gque le rendement de croiscance par rapport au pyruvate
dana cette phase atteint rapidement une valeur wmaximale
aux alentours de laquelle il se maintient jusqu’au

changement de canditions, Sans 8tre en possession d’ une



évidence expérimentale qui prouverait 1l’existence d’'une
corrélation absolue entre 1’évolution de ce rendemant et
la "cosbinaison mé;iholique" adoptée par l& bactérie,
nous pouvons toutefois considérer ce résultat comma una
indication A ce sujet. La etabilite rap%&e@ent atteinte
du rendament de croissénce pourrait signaler en effet que
la proportion définitive entrg les deux mécanicmoe
évoqués ci—dessus est elle aussi fixée deés les premiéres

heures de la phase lithohétéroctrophe.

ii) La seconde question soulevée par cas résultats est
la suivante: théoriguement, le bactérie est en mesure
d"assimiler tout le carbone provenant du pyruvnt;,
puisqu’elle a le poseibiliteé de fixer le COx libéré par
1"oxydation de ce subetrat. Pourgquoi le rendement le plus
¢levé dans ces conditions lithohétérotrophee n’atteint-il
que 70% d’assimilation, que le gubstrat soit le pyruvate

ou 1"ecétate ?

Plusieurs hypothéses sont licites:
~ Le Ks de la bactérie pour le CDa2 st éleve.
- La bactérie excrite des composés organiques en
Guantité non néglig-lplﬂ.
= (& X en carbone de la aatiére cellulairg change quand
on passe des conditions héteérotrophes sux conditions

lithohétératrophes.
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En parcaurant la littérature, nNnous Nous sommes aperguse
que la propartion de carbone provenant d’un subatrat
arganique assimilée, varie beaucaup selon 1"arganisme
étudié et les canditions de culture {taux de dilutiaon en

particulier):

Alcal igenes eutrophus, cultivé en chemastat (Kéret et
Friedrich 1984), assimile 40% du substrat aorgenique (ici
Ile succinate), en conditionts hétérotrophes. Dans ces
conditions, le rendement varie peu en fonction du taux de
dilution, Lorsque de 1'Hy est faurni, le rendemant passe
4 BOZ poaur ua taux de dilution de 0,05 h=* et & 95% pour
un taux de dilution de 0,12 h—*. Ce rendement dépasse le

rendement maximum théorique (J.G. Kuenan, comm. peres.).

Chaz Thiobacillus A2, en culture continua limitée par
1tacétate, Gattschal et Kuenen (1980 a) trouvent que 42%
du substrat organique sont assimilés. Lorsque du
thigsulfate est mis 4 diagposition de la bactérie, calle-—
ci assimila jusqu’a 70X du subetrat organique selon le
rappart 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 I1 eat intéreaaant
de noter qu'en préaence de praopartiaons acétate /
thiaosul fate qui permettent une fixation de COa, la
quantitée d’acétate assimilée n"augmente que de 4% au

plus, par rapport A une croissance sans fixation de COx.



Avet Agquaspirillum autotro hicum; nous n’avans pas de
données expérimentales concernant la variation des
rendements de craissance en fonction du taux de dilutian.
Néanmoins, le modéle mathématique élabaré par Marco
Fagni au cours de son travail de licence montre que le
rendement de croissance varie gn fonction du taux de

croissance (et par conséquent du taux de dilution).

La quantité de matidre organiqua excrétée, alle aussi,
varie avec le taux de dilution. Les travaux de Perez at
Matin, effectués sur Thiobacillus novellus en 1982, ont
montré gue cet nrganiéme excréte jusqu’d 1&6% de la
biomasse synthéticée, sous forme de composés arganiques
d’identité inconnue, lorsqu’il est cultivé en chemostat,
en conditions autotrophes. Catte proportion diminue A des
taux de dilution plus élevés. Quand on lui fournit de la
biotina A la place d'extrait de levure, cette bactérie
peut excréter jusqu’Ad 40% de la biomasse synthétisée !

til s"agit probablament d'un cas extrémel.

Quant & la proportlon de carbone dans la matisre
sbche, noua l'avona considérée comme conatante (nous
avons fait nos calculs de rendements avec la valeur de
50%, moyenne traditionneliement admise).

On. peut slaors se poser la question d’un éventuel
changement de la teneur en carbone dac cellules ceion le

métabolisme qu’elles adoptent.
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Chez Alcaligenes eutrophus, par exemple, le carbone

représente 47% du poids sec, en conditions hétérotrophes
comme en conditions mixotrophes (Kérst et Friedrich

1984} .

Chez Thiobacjllus A2, ia teneur en carbone est de 49%,

que le substrat utilisé soit 1*acetate ou le thiosulfate,
ou bien les deux ensembie (Gottschal et Kuenen, 1980 a),
D’ autre part, cher 1e mBme orgasnisme, cette proportion a
été estimée par d’autres auteurs (Smith et _s1. 1980) A
44,4% si le facteur timitant était le thiosulfate, A
44,8% si le glucose limitait la croissance, et A 42.8% en

conditions de double limitation.

Nous n’avons pss trouvé d’étude qui mentionnerait des
différences assez importantes dans la teneur en carbone
des cellules, pour rendre compte du phénoméne gqui nous

pcocupe ici.

IV.3. Réqulations agissant _sur les enzymes de la

lithoautotrophie.

Dans’ aucune de nos expériences, nous n’avons décelé de
capacité d’oxyder 1'Hzx chez des cellules cultivées en
absence de ce gaz. Ce gaz semble donc jouer un riale
d’'inducteur de 1’Haase, comme le suggérent déjd les

travaux d’Arsgno et Schlegel (1978 b). Tous les résultats
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8%
obtenus jusqu’a présent vont en effet dans ce sens et,
bien qu'une évidence directe ne puisse pas encore Btre
fournie, nous assumerons que l'Hzase est induite
tdirectement ou indirectement) par la présence d*Ha

L'Hzase @6t également inductible chez Rhizobium
japonjicum (Maier et al. 1979). Au caontraire, chez
Alcaligenes eutrophus (Friedrich et _&l. 19813 Friedrich
1982), les Hzases sont synthétisées (mBme @n conditions
hétérotrophes) sous 1l affet d’une limit;tinn en énergie.
Une troisidme situation caractérise Pgeudgmonas
carboxydoflava, ou 1'Hzase semble constitutive (Kiessling

et Meyer, 1982).

Il est difficile de savoir si le CO2 intervient dans
1*'induction de cette enzyme chez Aquagpirillum
autotrophigum, csr mEBme dsns les conditions 04O nous Evons
euivi l’induction en appareil de MWarburg sans introduire
de CO3; dana la phase gazeuse (chap. 11I.1.4.), les
cellules ¢taient susceptibles d'en praduira par oxydation
de substrats endogénes. Toutefois, le résultat suivsent
et clair: quand l7induction a liau en Warburg, la
vitesse de synthése et le niveau d'activité enzymatique
atteint sont 1’une comme 1’autra {fortement augmentés par
1*apport de COz. Maier et al., en 1979, ant mie an
¢vidence un phénoméne semblable chez Rhizobjum japonigum.

! La mise en évidence de l’'Hzase en fonction de la
présence au de l'absence d'Ha par réaction immunitaire

conctituerait, 4 notre avie, un mayen d’obtenir cette
évidence.



Cele s’explique-t-il simplement par le fait que le CO2
canstitue une source de carhone, dant la cellule profite
pour synthéticer 1’Hzase, ou bhien a’agit-il réellement
d’'une régulation au niveau de la synthése de caette
enzyme, rdégulation due au fonctionnement du cycle de
Calvin ?

Les deux phénoménes mgissent probablement ensemble. En
effet, lars des trangsitions de conditians
li thohétérotrophes A mixotrophes (chap. 111.1.3%.,
1711.1.4., 11'.1.7.7, ainai qu'au coura de la culture
bhatch mixotrophe (chap.ilI.l.1.}, 12 niveau d’activité de
1"Hzase triple & partir du moment ot le cycle de Calvin
est indispensable 4 une augmentation du rendemant de
croissance.

Ces oheervations nous incitent & émattre 1’hypothége
d’une stimulation de la synthése de 1'Hxace par le besoin
de NADH et/ou d'ATP, dont le cycle de Calvin eat grand
consommateur.

[1 est utile de rappeler & ce propos, que ni chez
Aquacpirillum autotrophicum, ni chez Rhizobium japonicum,
1e CDz n"agit comme etimulant de 1"activité de 1'Haese
(Aragno et Schlegel 197B bj Maier et sl. 1979). Une tells
gtimulation de )l'activité de 1'Hzase par le COx a &té
miase en évidence par Bartha en 1962 gt est connue soues le

nom d” "effet Bartha®.

Quand 1'"Hzase est induite, la RuBPCase apparait

toujours A 6a euite, qu’'il y ait ou non un apport
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extérieur de COx. Le COx n’est donc pas 1l’inducteur de la
RuBPCasa. A ce prapas, nous attirons l’attention sur le
fait que, mBme en conditione organchétérotrophes, du COx
est canstamment libéré par las processus d’'oxydation du
suhstrat organique.

Le délai d'apparition de la RuBPCase dépend des
canditions. Danes les cas oG du substrat arganique est
présent continuellement maie en concentration nan
réprimante (chap. II¥.1.2., I111.3.3., 11I.1.4.,111.1.7.},
elle apparait quelques heuree aprés 1l’Hzase. Dane le cas
04 le substrat est d’abhard en concentration réprimante,
puis tatalement absent {(chap. 1II.1.1.), le délai grandit
(10-12 heures).

0’autre part, la RubBPCase apperait, sane 1l Haaee, lors
de la croiesance de notre bactérie sur le formiate {(ce
caoamposé sert de source de carbone et d’énergie, en
présance d’air, donnant lieu & une croissance
chimiporgancautatrophe). Chez Rhizobium japonicum
également, une activité de la RuBPCase n'a &té obeervée
que dans des cellules ou l'Hzase était induite (Simpson
et _al. 1979), ou bien en présenca de formiate {(Manian et
0'Gara 1982).

Oe plus, Eric Droz, au cours de son travail de

.licence, a inolé un mutant d’Aguaspirallum autotrophicum
dépourvu d’'Hxase. En présence d’'Hz, Oa, et Clz, ca mutant
est incapable de se développar. Par contre, il pousse
normalement eur formiate (résultat non illustré), ce qui

indique que la RuBPCase ecat prémente dana ces conditions.

<1
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Ces résultats montrent que 1°Ha, pas plus gue le CO.,
n’est ! inducteur de la RuBPCase, et que les synthéses
dea doux enzymee (Hyase at RuBPCaes) ne sont past sdumises
4 un déterminisme commun qui agirait au niveau génétique

(opéron commun par exemple).

Nous n"avons que trés rarement décelé de tras faibles
activités de RuPPCase dans les premiéres heures de
certaines cultures en croitaesance hétérotrophe (voir par
exemple fig.1). Cette activité, probablement présente
dans l’inoculum (hétérotraphe), disparaissait
compl étement au bout de quelques heures. 11 faudrait
faire des dosages systématiques de 1’activité de la
RuBPCase dés 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 enzxyme, ou si nous

sammes devant un artefact.

En tous les cas, une limitation en carbone telle
qu’elle s’établit dans les cultures cantinues limitées
par le substrat organique {chap. 1I11.1.3. par exemple},
ne suffit pas A provoquer 1"apparitian de la RuBPCase,
car alars on devrait déjA en mesurer l’activité lors de

1’équilibre hétérotrophe.



En fait, le mEme tybe de lien semble exister entre la
RuBFCase &t 1"Haase d'une part, et entre la RuBPCaee et
la formniate déshydrogénese d"autre part. On peut donc ee
demandsr si la proportion de NADH at/ou d’ATP, résultant
tous deux da |’oxydation de 1 Ha et du formiata,
n*intervient pas d'une maniére quelconque dans la

ré#gulation de la synthése de la RuBPCase.

Un pourrait, bien que cela demands & Btre confirmé
ultérieuresent, cerner les conditions d'apparition de la
RuBPCase dans 1”idée suivante: besoin da carbons d'une
pwrt, énergie disponible d’auytre part (rendue disponible
grace A 1'induction de I:Hzase ou de la formiata
déshydrogénaas) .

Friedrich, en 17982, arrive au mBme concept pour

plcaligenes eutrophus. Toutefois, il dispose de données

expérimentales plus varites que nous.

Le temps nous a malheureusement manqué pour étudier le
smixotrophie an prégence d’un grand nombre de substrats.
Il s'avére pourtant qu'une telle étude serait utile,
PUISQuUe Nous observons une ditférence importantes dancs le
comportement de la synthése de ln.RuBFCass selon que le
pyruvate ou l’acétate sert de substrat arganique en

mixatrophie (chap. III.1.3, et 111.1.7.). 1!l reseort
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également des travaux effectués avec Alcaligenes
eutrophus, que le type de substrat organique influence le
compartement phyeiologique eé enzymatique de cette
bactérie {(De Cicco et Stukus 19685 Rittenberg et Goodman
19691 Stukus et De Cicco 1970t Friedrich et _al, 1961
Friedrich 1982). Rappelarns aussi A cet égard les
observations de Aragrno et Schlegel (19789 b) sur les
différentes vitesses d’induction de 1’Ha2se en fonction
du substrat organigue fourni aux cellules.

Nas résultats montrent que, lorsque le pyruvate sart
de substrat organique, le RuBPCase d’Aguaspirillum
autaotrophicum ne répond en esucune manidére A 1" adjonction
de Oy (fig. 4 a par exemple). Par contre, dans des
conditions lithohétérotrophes avec 1'ecétate camme
substrat arganique (fig. 8 a), le niveau de l"activité de
cette enzyme est environ 2,73 fois supérieur au fiveau
observé dans les conditions lithohétérotrophes avac le
pyruvate comme substrat organique (0,08 pmoles Cly / oin
¥ MAprac)- A la cuite de 1’adjonction de COzx, la réponse
est trés nette: l’enzyme rejoint ce niveau. En conditions
lithohétérotrophes avec 1’acétate, Ie test de fixation de
COx {(chap.Il.4.) ect positif . Toutefois, son aspect non
quantitatif nous interdit de comparer les valeurs que
nous obtenons avec d une part des cellulee se développant
sur pyruvate et d'autre part des ce#llules se développant

sur acétate.

I1 est intéressant de remarquer la repidité de la

répaonae A 1’adionction de COa. En deux heures, le niveau
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de l'activité enzymatigque diminue de moiti¢ (fig. 8 al.
Il ne s’agit donc probablement pas d’un arr@t de synthése
tuivi d’une dilution de l'enzyme; en effet, si c’"étart le
cas, i1l faudrait attendré six & huit heures (compte tenu
de la faible croissance durant les heures qui suivent
immédi atement 1*adjonction de COa2), pour réduire de
moitié l'activité présente au moment du changement de
conditions. Le COx semble donc provoguer (directement ou
indirectement) une inhibition non révercsible dans les
conditions du test (chap. I1.5.), pour autant que
1’enzyma s& trouve 4 un niveau d*activité plus éleve que
¢, 08 pmoles / min ; MY e +

On ne peut toutefois pas écarter d’emblée 1l hypothése
d’un arr&t de synthése accompagné d’une destruction
rapide de l*’enzyme par l'action du turnover, qui serait,
dans ce cas, suffisamment rapide pour provoguer la
disparition de la moitié de l'activité en deux heures

environ.

Il semble qu'une talle régulation du niveau de
RuBFCase par la concentration de COz soit un phénoméne
assez répandu. Une augmentation de l’activité de cette
enzyme en corrélation avec la diminution de la
concentration de COa a été¢ observée par exemple che:z
Rhodgspirillum rubrum {Sarles et Tabita 1983),
Alcaligenes gutrophus (Friedrich 1962), Thiobacillus
peapolitanue (Beudeker et al. 1980}, Anacystie _nidulans
{Karagouni et Slater 1979) et Pseudomonas oxalaticus OXi

{Dijkhuizen et Harder 197%). -



En revanche, 1’arétate (ou son utilisation) semble
stimuler cette activité, par comparaison avec

1'utiligation du pyruvate. Communément, c'est la voie du

glyoxylate qui sert A assimiler l’acétate. Or, cette vaie

libére plus de COx que le cycle de Krebs intégral. Comme
le CDx semble avair un effet ilnactivateur, il y aurait A
premiére vue une contradiction 4 ce qu'une voie qui
libére plus de ce gaz stimule 1’enzyme. [1 faut noter
cependant, que nous n’avons pas d’ évidence expérimentale
de I7utilisation de 1’acédtate par la vaie du glyaxylate,
0’ autre part, Gottschal et Kuenen (1980 a) ont remarqué

que Thiobacillus A2 utilise §’acétate par une voie

inconnue.

Dans 1'état actuel des recherches sur Aguaspirilium
autotrophicum, il nous est trés ditficile d°émettre des
hypothéses sur le type et le mécanisme de régulation

intervenant ici.

Nous awvons étudié un autre aspect de la réqulation des
enzymes de la lithoautotrophie chez Aquaspirillum
autotrophicum: il s'agit de ]1’effet des substrats

arganiques gur le niveau d’activité de ces enzymes (chap.

b



111.2.). 11 8’avére que plue la concentration de substrat
organique est élevée danc le milieu qui alimente la
culture continue, pluse l’effet est important, que la
concentration soit limitante ou non de 1’aepect
hé¢térotrophe de la croissance. Ceci-mnntre que ga n*est
pas la concentration de subetrat en contact avec les
bectéries qui agit eur los enzymes de la
lithoautotrophia, maia bhien la taux de fonctionnement du
sé¢tzbolisme hétérotropha. La bactérie tend & faire
fonctionnér celui-ci su maximum, réprimant
proportionnellement ses fonctions lithoautatcraphes.

Au début de la culture hatch mixotrophe (chap.
I1I.1.1.7, 1’allure que revit 1'induction de 1’Haase
semble également révéler ce phénoméne. En effet, cette
courbhe comporte un palier qui correspond pout—8tre & la
duréa pendant laquelle le taux de consommation du
substrat organique est conatant, c’est-~a-dire pendant la

phase de croissance exponentiella,

Ces résultats contirment 1’idée déia formul ée par
fragno et Schlegel (1978 b), selon laquells
A.autotrophjcum est une bactérie 4 “préférences”
hétérotrophes. En effet, ces autours av;ient canstaté
d’une part que les enzymes des voies héterétropheq sant
constitutives, et d’autre part que la croiasance sur
gluconate ou citrate de cellules précultivéee en
conditions autotrophes se déroulait & la mEme vitesse en
présence d’air ou d’un mélange d’Hx ot d'0x. De méme,

lorsque du pyruvate est fourni d’un coup & 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 mivotraphes décrite au chap.

111.1.1%.

En ce qui concerne 1’Hxase, nous avona établi la
preuve que l'assimiletion du pyruvate entraine une
répression de I’enzyme et non une inhibition de son
activité (chap. 111.2.3.).

Guant A 1a RuBPCase, par contre, nous n’avons pas de
données qui nous permettraient de trancher. Nous pouvons
tout au plus exciure une action directe (de molécule &
molécule) du pyruvate sur cette enzyme. En effet, le test
d’incorporation de NaH:**C0z (effectué¢ sur des celilules
congel ées) donne des résultats identiques en présence de
10 mM pyruvate et an abaence de cm substrat (résultat non

illustreé).

Cher Rhizaobium japonicum, le succinate empEche

i?induction de 1’Hzase et de ia RuBPCase {(Simpson at al.
1979).
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Four canclure, naue pouvans résumer ainsi nas
connaissances sur les régulations des fonctiaons de la

lithaautotrophie chez Aquaspirillum_ autotrophicum:

~  Nous pouvons assumer, avec une trés faible probabilite
de nous tromper, que 1’Hzase est inductible, la présence
d’Hay s’ avérant nécessaire & 1’ apparition d’une activité
d’'aoxydatiaon de ce gaz.

- Les conditions d’apparition de la RubPCase semblent
réunies larsqu’un besnin de carbone se fait sentir, alors
que la cellule est & mEme de se procurer de l’énergie.
Nas données ne noue permettent pas d’établir quel
mécanisme (induction, dérépression! est responsable de la
synthése de cette enzyme.

-~ Les deux enzymes sont fortement réprimées par
1’utilisation de pyruvate, la RuBPCase étant plus
sensible & cette influence que l'H,;;e. En revanche, des
cellules qui se développent en condition de limitation
‘par le substrat organique, montrent une activité de la
RuBPCase plus é¢levée 61 ce substrat est 1'acétate que
6”1l s’"aqit du pyruvate. L'Hzase n’est pas affectée par
cette différence de substrat.

=~ En présence de COa, la quantité d’Hzaee abtenue at la
vitesse d’induction de cette enzyme sont plus élevées
qu’en absence de ce gaz.

- Alors qu’en preésence de pyruvate comme facteur
limitant, le niveau de RuBPCase n’est pae affecté par
l"adjonctiaon de €Oz, cette adijonction a pour effet de

diminuer ce niveau d'un facteur approchant 3 lareque
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1’acétate est le facteur limitant.
L'effet du CO; sur 1’activité ou la synthése de la
RuBPCase demande a EBtre étudié plus profondément par la

auita,

IVv.4, Aspect écologjigue,

Nnus avons déjad touché, bien gu’indirectement, A
1’ aspect écologique par le simple fait d’étudier la
mixotrophie chez une bactérie et |1’effet de transition

environnementales sur le comportement de 1l’organiame.

Cependant, il nous semblait intéressant de tester de
maniére concréte la réalite d”un avantage compétitis
conféré par la lithotrophie. Nous avans donc mis en

compétition le type sauvage d’Agquaspirillum autotrophicum

et un mutant de cette bactérie, dépourvu de la capacité
d’oxyder 1'Hz (chap. IIl.4).

Nous remarquons qu’en conditions hétérotrophes et
Iithohétérotrophes (le substrat organique étant
limitant}), les deux populations se cﬁtnient en
"s'ignorant”, En effet, pendant la phase hétérotrophe,

elles sont & égalité quant A& leur mfficacité vis-d-vis du
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substrat organique. La capacité d’axyder L'Hxz ' ne
représente donc pas une surcharge énergétique pour le
type sauvage en conditians hétérotrophes {(cas d'une
synthése de | *enzyme en conditions hétératraophes). Ce
résultat appuie 1l"hypathése de 1’inductibilité de }’Hzase
en présence d’Hxa.

L’Hz canfére un léger avantage au type sauvage, daont
la population augmente en propartian, mais n’élimine pas
pour autant le mutant. C’est seulement lorsque du COz est
fourni 4 la culture que le mutant est 4liminé, ca gaz
constituant une source non limitante de carbane paur le

type sauvage.

Cette expérience montre que la passibilité d’axyder
1’Hz procure un réel avantage compétiti+ & Aguaspirillum
autotraphicum face & un mutant de la mEme espéce ayant

perdu ses capacités lithotrophes.

! Nous ne parlons pas ici de 1'aptitude & fixer le
COz, puisque le mutant a gardé cette propriété; les daux
papulations sont sur ce paint A égalité.
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CONCLUSION

Les résultats que comporte ce travail concernsnt
principajiement la physioliogie d"Aquaspirilium
autotrophicum. Ce tableau physiologigque peut Btre
complété infiniment, car chaque résultat souléve de
nouvelies questions (vair chap., V). Nous avons déji cité
{chap. IV) plusieurs possibilités de recherche
ultérieure:

- Répétition de certaines culturee continues avec divers
mutants.

-~ Utilisation d’autres substrats organiques que le
pyruvate et ['acétate, ot 1"influence de ceatte
utilisation sur ie métabolisme 1ithoautotraphe.

— Cultures continues limitées par ['Hx ou le CO», ou
double limitation par 1'Ha et je substrat organique.

— influence du taux de dilution aur l7utilieation des
substrats.

— Etude d'autres activités mnzymatiques, par exemple la
phosphoribulokinase (plusieure régulationa du cycle de
Calvin ont lieu & son niveau {(Leadbeater gt Bowien 1984;
Dijkhuizen et Harder 19843 ou bien 1'o-céltoglutarate
déshydrogénaae (indication sur I1'importance de
1’axydatiaon des asubatrats organiquea par rapport & leur

asgimilation).
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De plus, parmi nos résultats, ceux qui touchent plus
précisément a la régqulation des enzymes de la
lithaautatrophie, pourraient inciter a entreprendre une
étude de génétique moléculaire. Un sutre tableasu s'en
dégagerait alors, permettant de répondre A& des questians
du typer
- Combien y a-t=-il d’exemplaires de certains génes 7
-~ D4 sont—ils situés les uns par rappart aux autres ? 4
~ Sont—~ila tous fonctionnels 7
[-1 1

De telles études sont en cours sur Alcaligenes
gutrophus {(Andersen et _=l. 19891; Friedrich et _a). 1981;

Friedrich et sl. 1984; Hogrefe et al. 1984).

Cependant, les mécanismee hiochimiquea de régulations
praprement dits appartiennent & un damaine d’étude qu’on
paurrait qualifier d’'intermédiaire entre la physiolagie
et la génétique. Fant partie de ce domaine les questians
qui concernent par exemple le mécanisme par lequel 1'Hy
déclenche 1"inductiaon de l’Hzase che:z Aquaspirillum
autotrophicum. A notre connkismsance, parmi les recherches
effectuées sur les hydrogénobactéries, peu ont trait

+ Nous avons testé la présence de plasmides che:z
fguaspirillum autotrophicum (récultat non ililustré). Nous

n"en avons jamale déceld, ce qui concorde avec les
résultats de Gerstenherg gt _al. (1982).
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directement & ce domaine qui, il est wrai, fait appel a
des techniques nombreuses et varides (utilisation de
systémes acellulaires, traceure radicactifs, purificatian
et caractérisation de protéines, comparaison avec des
mutants, isolement de fragments d'ADN, travail avec ces
fragments, etc....j voir, comme exemple, le cas fameux de

1’opéran lactose chez Escherichia celi}.

Finalement, les données acquises au cours d'un tel
travail, puisqu’elles nous renseignent directement sur la
physiolagie et sur la nutrition de la bactérie étudide,
débauchent inévitablement sur des questions d’ordre
écnlogiﬁue. L'on va donc s'interroger sur les
interactions entre cet organisme et son envirannement
{physico-chimigue ou biolagiguel.

Surgit alors le prabléme suivant: camment étudier
1’écclogie d'une hactérie 7 En effet, lorsqu’on a isale
un arganisme, celui—-ci n"est plus dans san milieu; or ce
sant précisément les relatiaons entre cet organisme et san
environnement gui nous intéressent.

L"an aura donc recours & des études telles que mise en
compétition de deux ou plusieurs organismes en culture
cantinue, dont les travaux effectuds cur divers
Thiohacilles nous fournissent quelques exemples {voir la
revue de Kuenen et al. 1985).

Il faut toutefois garder en conscience gue des études

de cette saorte cancernent également des souches isaldes,
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et que le chemostat ne peut en aucun cas reproduire un
milyeu naturel {(Jannasch 1974), puisqu’un tel
environnement suppose des conditions physico-chimiques
non constantes, une distribution inhomogéna de cellules,
une compoecition divaerse et variable dee aespéces, etc...
De plus, il n'existe aucun équivalent pour le taus de
dilution dans une population naturelle (Jannasch 1974},
les farces qui éliminent les cellules au sein d'une telle
population étant individuellement sélectives
(sédimentation, eporulation, mort, etc...). Or, si 1'on
met en compétition plusieurs organgemes dans un
chemostat, une élimination des cellules sans
digcrimination a lieu par la dilutian, et ce qQui en
résulte n*est qu’une eélection de L’arganisme dont la
croissance est la plue rapide dans ces conditions.

Autremnent dit, il {audra veiller & ne pas éclairer
1"écologie soue le saul angle de la compétition, ce qui
peut devenir particuliérement tentaent quand on aborde ce

domaine avec 1’outil du chemostat.

Pour conclure, nous dirons qu'il est aseez facile de
concevair une suite physiologique & ce travn{l A partir
des résultats qu’il comporte, le chemostat restant alors
1"une des techniquae de choix. Guant aux autres
directions, nous noue aommes contentée de les évoquer,
puisque les demarchés préciaes qui permattraient de 2’y

engager ne découlent pas directement de nos résultaets.
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FIGURES



Faqure 1

Culture batch d'Agquaspirillum autatrophicum (inaculum

hétérotrophe).
Conditions mixotrophes: & mM pyruvate

85% Ha, S% Oz, 10% COa

U: pmoles t+CO, / min
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Fiqure 2
Culture continue d’'Aquaspirillum_autotrophicum (inaculum
hétérotraophe), limitée par la pyruvate (concentration
dans la culture <3 pM dés l’équuihre.hétérotrophe}.
Transition de conditions hétérotraphes:

& mMt pyruvate

857 N», 5% Oa, 10% COa
A des conditione misxotrophes:

&5 miM pyruvaté

83% Ha, 5% Oa, 10% COx

U: pmoles *4C0x 7 min '
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Eiqure 3
Culture continue d’Aguaspirillum autotrophicum (inoculum
hétérotrophe) limitée per le pyruvate i(concentration dans
la culture <3 pyM dés 1’équilibre hétérotrophe).
Transition de conditions hétérotrophes sans COa1

& mM pyruvate

95% Nz, 5% O
4 des conditfons hétérotrophes avec 0

& mM pyruvate

BS54 N2, 5% Oa, 10% COu»
puis & des conditions mixotrophes:

& oM pyruvate

85% Ha, 5% 0a, 10% CDa

Us pmoies *“C0, / min
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Eiqure 4 a

Culture continue d’Agquaspirillum autotrophicum (inoculum

hétératrophe), limitée par le pyruvate (concentration
dans la cuve <3 pM dés 1l égquilibre hétérotrophal.
Transition de conditions hétérotraphes:

&6 mM pyruvate

3% N2, 0% 02
4 des conditions lithohétérotrophes:

& aM pyruvate

954 Hz, S% Oz
puis a des conditions amixotrophes:

4 mM pyruvate

85% Ha, D% Oa, 104 CO=

Ur pmoles *“C0z / min
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Fiqure 4 b
Expérience présentéa A la fig. 4 a1
courbe de croissance llssée ot évolution du rendement de

la croissance par rapport au pyruvate.

Oy DO

rendement

Abscisgse:r temps {(h)
Ordonnéde de gauche: DO

Ordonnée de droite!: rendement de la croissance

(DO 7/ mole pyr.!}
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Eiqure S
Culture continue d'Aquaspirillum autotrophicum (inoculum
hétérotrophe}, limitée par le pyruvate {(concentration
danc 1a cuve <3 pM dés le début du petit plateau).
Transition de conditione lithohétérotrophes:

& mM pyruvate

95% Hz, S% Oa
a des conditiong mixotrophes:

& oM pyruvate

@5% Ha, S% Oa, 10% COa

U: pmole **C0z / min
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Fiqure &
Incorporation de *4C0z par des cellules d’Aquagpirillum
autotrophicum fraichement récoltées, cultivéer en

conditions lithohétérotrophes.
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Figure 7
Induction de 1 Hyaca d’Aguaspicillum autotrgphicum
A: en absence de COs (phase gazeusst 95% Hax, 5% Oz)
B: en présence de CUax {(phase gazeuse:

'85% Ha, S%Z Ux, 10% CODa}
Les cellules ont été cultivées en canditions
hétérotrophes avec le pyruvate, lavées et resuspendues

dans du milieu minéral de hase.
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Fiqure 8 a
Culture continue d’Aquaspirillum autotrophicum (inotulum
hétérotrophel, limitées par 1'acétate (indécelable dis
1'équilibre hétérotrophe’.
Transitions de conditions hétérotrophes:
12 M acétate
954 Nz, 5% O2
4 des conditions 11thohétérotrophes:
12 mM acétate
95% Hay, 5% Oa
puis 4 deg conditions mixotrophes:
12 mM acétate

895% Hz, 5% 02, 10Z CO=

Ur pmoles **C0Ox / min
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ure
Expérience présaentée & la fig. 8 a:
courbe de croissance lissée et évolution du rendement de

la croissance par rapport 4 l’acétate.

o———=—a DD

randemant

Ahscisse: temps (h)
Ordonnée de gauche: DO
Ordonnée de droite: rendement de la croissance

(DD / mole ac.)
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Figure 9

Activités de 1’Hzase et de la RuBPCase dans des cellules
d’Aquaaspirillum autotrophicum prélevées aux différents
équilibres d’une culture continua mixotrophe limitée par

1’azate, en fonction de la concentration de pyruvate

fournie A cette culture.

¢ Hzase

&t RuBPCase
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Figure 190
Culture mixte d’Aquaspirillum sutotrophicum type sauvage,
et d'un mutant de cetta bactérie, incepseble d’axyder
1"Ha. Culture continue limitée par le pyruvate
(concentration dans la cuve <3 pM dés l"équilibre
héteratrophe), '
Transition de conditions hétérotrophes:

& mM pyruvate

5% Na, 5% D2
& des canditions lithohétérotrophess

& mM pyruvate

3% Hn, 5% Oa
puit & des caonditiaons mixotrophes:

& mM pyruvate

85% Ha, 5% Da, 104 COx
Le X d’autotrophes est donné par le reppart du nombre da
cellules autotrophes (coloniea de taille narmele sur
silieu autotrophe) au nombre tatal de cellules (colanies
de taille normale + colanies minuscules sur miliau
autotrophel.
Le nombre de cellules eet donné par 1@ nambre de colonies

se développant sur milieu au pyruvate.
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Fiqure 11

Culture batch d'Aquaspirillum_autotrophicum {(inoculum
{ithoautotrophe), en conditione 1llthosutotraophea (B85% H,,
5% Oa, 10% CO2).

Pyr1 adjonction de pyruvate {(concentration finale:

10 mM).
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Eiqur
Appareillage de culture et collection d’échantillona.

(Schéma ealon Aragno et Schlegal, 1981, modifié).
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Figqure 33

Dispositif de filtration servant & stériiiser
d? importantes quantités de miiieu.

A: récipient avec entrée d’air comprimé

B: filtre amiante

C: récipient A milieu






