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A varit -Propos 



A V ANT-PROPOS 

En cette fm de siècle et de millénaire, face aux problèmes touchant à 

l'environnement, on assiste à la montée d'une prise de conscience 'cüoyenne' d'une bonne 

partie de la population, dans les actes de la vie quotidienne. Les résultats d'une enquête 

montrent que les Français sont convaincus des risques que la pollution atmosphérique fait 

peser sur leur santé. Un Français sur deux est prêt à renoncer à prendre son véhicule les jours 

de forte pollution, à s'impliquer dans une meilleure gestion des déchets et à consommer des 

produits plus biologiques (Agence de l'Environnement et de la Maîtrise de l'Energie (Aderne, 

1998». 

En 1995, la production de déchets (municipaux, industriels et agricoles) est estimée 

en France à 600 millions de tonnes par an, dont 26 millions correspondant aux déchets 

ménagers (soit 434 kg/habitant/an). Ces déchets ménagers sont constitués pour moitié de 

déchets putrescibles et de papiers canons qui peuvent être valorisés (Miquel, 1999). 

En France, cependant, en 1995, près de la moitié des ordures ménagères a été stockée 

dans des décharges et 40 % incinérés, entraînant nuisances et pollution. Seuls 12 % de ces 

déchets ont été recyclés en France, contre 43 % aux Pays· Bas ou 39 % en Suisse (Miquel, 

1999). 

L'une des voies de valorisation des déchets organiques (fraction organique des 

ordures ménagères, effluents d'élevages, déchets industriels et agroalimentaires) est la 

méthanisation, c'est·à·dire la production industrielle de biogaz. 

Le biogaz, valorisable en tant que source d'énergie, est un gaz combustible, mélange 

de méthane (65 %) et de gaz carbonique (35 %), provenant de la dégradation de matières 

organiques mones (végétales ou animales) dans un milieu anoxique (La Farge, 1995). Le 

gisement de biogaz en France est estimé à 3,25 Mtep (tonne équivalent pétrole)/an, ce qui 

équivaut à Il % de la consommation nationale en gaz naturel et constitue un gisement 

d'énergie important, jusque-là presque totalement inexploité (Miquel, 1999). 

La production industrielle de biogaz consiste à stocker la matière organ.ique dans une 

cuve hermétique ou 'digesteur', dans laquelle les déchets organiques sont soumis à l'action de 

micro·organismes. L'étape limitante de ce procédé est l'étape initiale d'hydrolyse des 

macromolécules organiques en composés plus simples. L'amélioration de ce processus passe 

donc par une optimisation de cette étape d'hydrolyse, en particulier d'un composé majeur des 

déchelS , la cellulose (cellu101yse). 
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L'optimisation de la cellulolyse ne peut se concevoir sans une connaissance 

approfondie des micro·organismes responsables de cette fermentation, les micro·organismes 

cellulolytiques. Nous avons donc entrepris d'analyser le métabolisme d'un de ces micro· 

organismes cellulolytiques, Clostridium cellulolyticum, ainsi que les conditions influant sur 

son métabolisme. L'essentiel de notre étude repose sur des cultures effectuées en chemostat 

puisque la majorité des digesteurs fonctionnent en continu (La Farge, 1995). Avant d'exposer 

et de discuter nos résu}[ats expérimentaux, nous ferons le bilan des caractéristiques et des 

études ayant porté sur les bactéries cellulolytiques. 
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Abréviations 



ABREVIATIONS 

A: Absorbance 

(Acétyl-)CoA: (Acétyl)-coenzyme A 

Acétyl-P: Acétyl-phosphate 

ADN/ARN: Acide désoxyribonucléique/ Acide ribonucléique 

ADP/ ATP: Adénosine di ou triphosphate 

AMPc: Adénosine monophosphate cyclique 

Ara: acide aminé aromatique 

ATC: anticorps 

ATCC: 'American Type Culture Collection' 

Bet: Bromure d'Ethidium 

CBD: Domaine de fIXation à la cellulose ('Cellulose Binding Domain') 

Ccp: Protéine de contrôle catabolique ('Catabolite Control Protein ') 

CDIDD: Domaine de cohésion/d'ancrage ('Cohesin 'l'Dockerin Domain') 

CFU: Colonie Formant Unité 

Cip: 'Cellulose Integrating Protein' 

CIReE: Répétition inversée contrôlant l'expression des protéines chaperons ('Controlling 

Inverted Repeat of Chaperone Expression') 

CMC/ CMCase: Carboxy-méthyl-cellulose/ Carboxy-méthyl-cellulase 

CO: Monoxyde de carbone 

CO,: Dioxyde de carbone 

CRE: Element de réponse catabolique ('Catabolite Response Element') 

CRP: Protéine réceptrice impliquée dans la répression catabolique ('Catabolite receptor 

protein ') 

CSPD: Disodium 3-( 4-methoxyspiro (1 ,2-dioxetane-3,2'-(5'-chloro )tricyclo[3.3.1. I]decane)-

4-yl)phenyl phosphate 

DEAE: DiEthylAminoEthyl 

(d)dNTP: (di)désoxynucléos ide triphosphate 

Dig: Digoxygénine 

DO: Densité optique 

OTT: Dithiothréitol 

EC: Classification enzymatique ('Enzyme classification') 
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EDTA: Ethylène Diamine Tétra Acétate 

fd : ferrédoxine 

FDP: fructose diphosphate 

FNR: Fumarate nitrate réductase 

GAPDH: Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 

Gpp: pppGpp 5'-phosphohydrolase 

GT: Giga tonne 

GTPase: Guanosine triphosphate hydrolase 

Ho: acide aminé hydrophobe 

HrcA: régulation thermique au niveau de l'élément CIReE ('Heat Regulation at CIReE') 

HSP/GSP: Protéines de choc thermique ou protéines de stress générales ('Heat Shock 

Proteins'/'General Stress Proteins') 

IPTG: Isopropyl-p-D-thiogalactoside 

ffi: séquence répétée inversée ('Inverted Repeat') 

kb: kilo base 

kDa: kilodalton 

LB: milieu de Luria Bertani 

Mb: Metmyoglobine 

NAD(H): Nicotinamide Adénine Dinucléotide (réduit) 

Ndk: Nucléosie diphosphate kinase 

NRO: NADH rubrédoxine oxydoréductase 

ORF: cadre ouvert de lecture ('Open Reading Frame') 

PAGE: Electrophorese en gel de polyacrylamide ('PolyAcrylamide Gel Electrophoresis') 

peR: Réaction de polymérisation en chaîne ('Polymerase Chain Reaction') 

PEP: Phosphoénolpyruvate 

PMSF: Phényl Méthyl Sulfonyl Fluo ride 

(p)ppGpp: Guanosine penta ou tétraphosphate 

PTS: système à phosphotransférase 

plv: poids/volume 

Qsp: Quantité suffisante pour 

Rd: Rubrédoxine 

RNase: Ribonucléase 

r.p.m: Rotation Par Minute 

rsb: régulateur du facteur sigma B ('regulator of sigma B') 
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SAB: Sérum Albumine Bovine 

SDS: Sodium Dodécyl Sulfate 

SSC: Solution Saline de Citrate de sodium 

TBE: Tampon Tris-Borate EDTA 

TE: Tampon Tris-EDTA 

TEMED: N-N-N'-N'-tétraméthylènediamine 

U: Unité (enzymatique) 

UV: UltraViolet 

X-Gal: 5 -Bromo-4-Chloro-3-indolyl-~-D-galactoside 

10 



Revue Bibliographique 



CHAPITRE 1. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

1. Métabolisme carboné chez les c1ostridia. 

1.1. Caractéristiques générales. 

Les clostridia représentent un groupe très diversifié de bactéries sporulées, 

anaérobies strictes et à Gram positif. 

En tant que chimiohétérotrophes, les clostridia 'saccharolytiques' tirent leur énergie 

et les précurseurs biosynthétiques de la dégradation de substrats carbonés. L'adénosine 

triphosphate (ATP) est produit par phosphorylation au niveau du substrat et la majeure partie 

du carbone métabolisé est libérée sous forme de produits de fermentation terminaux (Tableau 

1). La quantité et la gamme de produits sont influencées par les conditions de culture 

(Mitchell, 1998). 

Tableau 1 : Profils de fermentation chez les clostridia (d'après Mitchell, 1998). 

Micro-organisme Reclassifié Substrats Produits 

C. acetobutylicum dont Amidon, oses Acétone, butanol, 

C. acetobutylicum isopropanol, acétate, 

NCIMB 8052 C. beijerinckii butyrate, H2, CO2 

C. thermocellum Cellulose, oses Ethanol, acétate, H2, CO2 

C. thermohydro- T. ethanolicusa Amidon, oses Ethanol, acétate, H2, CO2 

sulfuricum T. thermohydrosulfuricul 

C. thermosaccharo- T. thermosulfurigenes Amidon, oses Ethanol, acétate, H2, CO2 

lyticum 

C. butyricum Amidon, oses Acétate, butyrate, H2, CO2 

(1,3-propanediol) 

C. pasteurianum Oses Acétate, butyrate, H2, CO2 

(butanol) 

a Souche 39E reclassifiée en Thermoanaerobacter ethanolicus; 

b Souche ElOO-69 reclassifiée en Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus. 

11 



Les clostridia peuvent fermenter une large gamme de substrats. Des polymères tels 

que l'amidon, la cellulose et l'hémicellulose sont dégradés par des dépolymérases pour 

produire des composés de faib le poids moléculaire qui sont assimilés par les cellules. Ces 

derniers, ainsi que d'autres composés solubles, sont incorporés dans la cellule par des 

systèmes de transport spécifiques liés à la membrane et sont dégradés par des enzymes 

cytoplasmiques. La voie principale servant à dégrader les hexoses est la vo ie d'Embden­

Meyerhof-Parnas conduisant à la production de pyruvate avec formation de 2 molécules de 

nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH) et 2 molécules d'adénine triphosphate par 

hexose métabolisé. Le pyruvate est oxydé par une pyruvate-ferrédoxine (fd)-oxydoréductase 

pour former de l'acétyl-CoA et du dioxyde de carbone (C02) avec transfert d'électrons à un 

transporteur: la ferrédoxine (fd). L'acétyl-CoA est alors métabolisé par une série de voies 

caractéristiques de chaque micro-organisme (Figure 1) (Mitchell, 1998). 

Biopolymères 

Cl } Dépolymérases 

Substrats carballés métabolisables 

Systèmes de transport 

NAD-

NAOH 

PYr~Fd 

ADP 
ATP 

rFdH~ 

N:~~~/CétYI - CO~DP 

Solvants Acides 

Glycolyse 

Fonnation des 
produits 

Figure 1: Schéma général du métabolisme de conversion de substrats carbonés en 

solvants et en acides chez les clostridia (d'après Mitchell, 1998). 
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Il existe une interaction critique entre les voies conduisant les flux de carbone et 

d'électrons. Une altération du flux d'électrons peut avoir un effet important sur la nature des 

produits de fermentation tenninaux (Girbal et a/., 1995a; Mitchell, 1998; Rogers, 1986; 

Rogers and Gottschalk, 1993). 

1.2. Régulation du métabolisme des glucides. 

11 existe deux points de branchement majeurs dans le schéma catabolique des 

clostridia: au niveau de l'assimilation des sources de carbone et au niveau du métabolisme de 

l'acétyl-CoA (Figure 1). En contrôlant la synthèse et l'activité des enzymes-clés à ces points 

de branchement, la cellule peut répondre à son environnement d'une façon appropriée. 

La régulation de l'ass imilation du substrat détermine la forme sous laquelle la matière 

première va entrer dans la voie métabolique, ce qui peut influencer la nature et la quantité des 

produits formés. Le contrôle du métabolisme de l'acétyl-CoA influence clairement la 

formation des produits tenninaux (Mitchell, 1998). 

1.3. Mécanisme et contrôle de l'assimilation des glucides. 

Les clostridia 'saccharolytiques' sont généralement capables de métaboliser une 

variété de substrats allant de monomères à des composés de degré de polymérisation plus 

élevé (5 à 6 résidus). 

Les clostridia corrune les autres bactéries répondent à leur environnement en 

modifiant la garrune et la quantité des activités enzymatiques permettant de mobiliser des 

substrats carbonés potentiels, Des stratégies de régulation métabolique similaires à celles 

décrites chez d'autres bactéries doivent exister, c'est-à-dire induction et répress ion de la 

synthèse d'enzymes et régulation directe de l'activité enzymatique (Mitchell, 1998). 

II. L'assimila tion de substrats insolubles: l'exemple de la cellulose. 

La cellulose est le composé organique le plus abondant sur la terre, En effet, 

l'accumulation de déchets cellulosiques dans le sol et les sédiments est estimée à 700 GT 

(Béguin and Aubert, 1992). L'étude de sa dégradation par les micro-organismes présente un 

intérêt fondamental (aussi bien pour les enzymologistes, les microbiologistes, les écologistes 

que les généticiens) mais aussi appliqué: secteur agroalimentaire (brasserie, alimentation 

animale, ... ), environnement (recyclage des déchets cellulosiques) (Béguin and Aubert, 1992; 

1994). 
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II.1. Structure de la cellulose. 

La cellulose est un polymère linéaire de sous-unités D-anhydroglycopyranosyles 

reliées par des liaisons glycosidiques ~-1,4. Le motif répété de base est le cellobiose (Figure 

2a). Les chaînes linéaires sont regroupées en microfibrilles, elles-même regroupées en 

fibrilles . De nombreuses liaisons hydrogène intra- et inter-chaînes assurent la cohésion de 

l'ensemble qui présente des domaines cristallins séparés par des régions amorphes (Baker et 

al., 1997; O'Sullivan, 1997)(Figure 2b). Une analyse très fine de la structure d'une cellulose 

native (de l'algue verte Valonia) a été récemment obtenue par une technique de pointe 

(microscopie de force atomique à haute résolution) (Baker et al., 1997)(Figure 2c, 2d). 

~~I °Ho~Ho~OH 
OH O~; 

OH 

.___---./ n~ _.J 
V --y--

Cellobiose Glucose 

(b) 

- - - - -
00 ~ 00 ~ 00 

HO~H;;:g:.0H ;~;;:g:.0H ~~~OH OH 

~HO OH 0 O ~ HO OH 0 O ~ HO OH 0 0 

1 i 1 i 1 H 
~ - ~ -

0:t;rHO OH~-l:t;rHO OH~ 
-- 0 -.r---r_-...J._OH~ ~ H OH~ ~ ....... 

HO ! HO ! 
-

-

Liaison hydrogène 
_ intermoléculaire 

-

~ Liaison hydrogène 
~ intramoléculaire 

Figure 2: Structure de la cellulose. (a) Structure primaire (enchaînement d'unités cellobiose); 

(b) liaisons hydrogène intra- et inter-chaînes assurant la cohésion de la cellulose. 
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(c) (d) 

Figure 2 (tiré de Baker et al., 1997)(suite) : 

(c) analyse par microscopie de force atomique à haute résolution de la cellulose native de 

Valonia. 

(d) agrandissement montrant l'espacement entre les unités glucose; les flèches indiquent la 

direction de la chaîne cellulosique dans l'axe de la microfibrille . 

II.2. La cellulolyse. 

La cellulolyse est l' hydrolyse microbienne de la cellulose en molécules de plus petite 

taille telles que les cellodextrines, le cellobiose et le glucose. 

II.3. Les micro-organismes cellulolytiques. 

Dans les niches écologiques naturelles (fumiers, boues, ... ), champignons et bactéries 

sont souvent associés en populations mixtes comprenant des espèces cellulolytiques et non 

cellulolytiques agissant en synergie (Béguin and Aubert, 1992; 1994). 

Plusieurs catégories de micro-organismes participent au processus de dégradation 

biologique de la cellulose (Figure 3) (Bayer et al., 1996; Béguin and Aubert, 1992; 1994 ; 

Quesnel, 1982): 

.t Les cellulolytiques fermentaires, qui hydrolysent la cellulose et produisent à partir des oses 

formés (en majorité du cellobiose et des cellodextrines) de l'acétate, du formiate, du lactate, 

de l'éthanol, du dioxyde de carbone et de l' hydrogène . 

.t Les saprophytes non cellulolytiques, qui libèrent divers produits de fermentation, du 

dioxyde de carbone et de l 'hydrogène à partir de l'excès d'oses solubles . 

.t Les micro-organismes acétogènes, qui forment de l'acétate à partir du dioxyde de carbone 

et de l'hydrogène. 
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,f Les micro-organismes méthanogènes, qui transforment l' acétate, le formiate, le dioxyde de 

carbone et l' hydrogène en méthane. 

Microbes satellites 

Souches 

Souches 

Sucres 
solubles 

Enzymes 
1 

Autres 
1 

Méthanogènes 
Acétogènes 

Produits cellulaires 

toxiques 

~ 

Protubozymes 

.-/ 

Figure 3 : Représentation schématique de l'écosystème cellulosique (Bayer et al., 1996) 

Les micro-organismes cellulolytiques, qui interviennent au niveau de la première 

étape du processus (qui s' avère être l' étape li mitante), constituent un large groupe très 

disparate comprenant des champignons et des bactéries pouvant être aérobies ou anaérobies, 

thermophiles ou mésophiles. On distingue, chez les bactéries, les cellulolytiques vrais des 

pseudocellulolyt iques selon la capacité du micro-organisme à sécréter ou non toutes les 

enzymes nécessaires à l' hydrolyse de la cellulose cristalline (Béguin and Aubert, 1992; 1994). 
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II.4. Les teUulases. 

Il.4.1. DéfUlition. 

On désigne sous le tenne de cellulases une large classe d'enzymes capables 

d'hydrolyser à différents degrés divers substrats cellulosiques et apparentés contenant des 

liaisons glycosidiques ~-1,4 (Béguin and Aubert. 1992; 1994; Tomme et al., 1995). 

On distingue: 

II' Les endoglucanases (1,4-p-D-glucane glucanohydrolases. EC 3.2.1.4): Elles procèdent par 

hydrolyse aléatoire à l'intérieur des chailles de cellulose. Elles ne sont généralement pas 

actives sur la ceJlu lose cristalline et sont mises en évidence sur la carboxyméthylcellulose 

(CMC), forme so luble de la cellulose. On les appelle également CMCases. 

el' Les exoglucanases: Elles catalysent le clivage successif de sous-unités glucose 

(glucohydrolase ou 1 .4-~-D-glucosidase, EC 3.2.1.74) ou cellobiose (cellobiohydroJase ou 

1,4-~-D-glucane cellobiohydrolase, EC 3.2. 1.91) à partir de l'extrémilé non réductrice des 

chaînes cellulosiques. 

II' Les ~-glucosidases (~-D-glucoside glucohydrolases, EC 3.2.1.21): Elles libérent du 

glucose à panir de l'extrémité non réductrice de ~-glucosides de petite taille (cellobiose, 

cellodextrines). 

a/ Les phosphorylases: le cellobiose (cellobiose-orthophosphate-a-D-glucosyl transférase, 

EC 2.4.1.20) et les cellodextrines (l,4-P-oligog lucano-orthophosphate-glucosyl transférase, 

EC 2.4.1.49) peuvent être clivés par phosphorolyse permettant à la bactérie d'économiser une 

molécule d'ATP par mole de ceUobiose par rapport à la voie hydrolytique. 

Les cellulases sont des enzymes composées d'unités structurales et fonctionnelles 

appelées domaines ou modules. Elles sont classées en différentes familles selon la séquence 

en acides aminés de leur domaine catalytique. Certaines familles forment un clan puisque, 

malgré des différences de séquence. les membres de ces familles Ont un repliement similaire 

et la position des résidus catalyt iques est conservée (Tableau II) (Bayer et al., 1998). 
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Tableau n : Classification des domaines catalytiques des cellulases (et des enzymes qui 

leur sont apparentées) et motif de repliement correspondant (d'après Bayer et al., 1998). 

Motif de Clan Famille Classification Type d'enzyme Distribution Nombre 
re~liement ~récédente (s~écificité de substrat) taxonomigue d'enz;ymes 

Structures ayant été déterminées et réQarties en différents clans: 

(~/a)8 GHa-A 1 ~-glucosidases et glycosyl Très large: 71 
hydrolases apparentées bactéries et 

essentiellement champignons, 
plantes et 
animaux 

(~/a)8 GH-A 5 Famille A (5 Endoglucanases Bactéries et 119 
sous-familles) essentiellement champignons 

(~/a)8 GH-A 10 Famille F Xylanases essentiellement Bactéries et 59 
champignons 

(~/a)8 GH-A 17 ~-glucosidases, endo-l ,3- Champignons 59 
~-glucosidases et et plantes 

lichenases 

(~/a)8 GH-A 26 Famille 1 Endo-l ,4-~-mannosidases Bactéries 14 
essentiellement 

(~/a)8 GH-A 39 ~-xylosidases Bactéries 7 

Tonneau ~ GH-B 7 Famille C Endoglucanases et Champignons 17 
cellobiohydrolases 

Tonneau ~ GH-B 16 ~-glucanases Bactéries 71 
essentiellement 

Tonneau ~ GH-C 11 FamilleG Xylanases essentiellement Bactéries et 65 
champignons 

Tonneau ~ GH-C 12 Famille H Endoglucanases Bactéries et 14 
champignons 

Structures déterminées mais clans non établis: 

Feuillet 6 Famille B Endoglucanases et Bactéries et 18 
(~/a) cellobiohydrolases champignons 
distordu 

(a/a)6 8 FamilleD Endoglucanases Bactéries 10 
essentiellement 

(a/a)6 9 Famille E (2 Endoglucanases Bactéries et 45 
sous-familles) essentiellement champignons 

Feuillet ~ 45 Famille K Endoglucanases Bactéries et 5 
champignons 

(a/a)6 48 Famille L Endoglucanases Bactéries 6 
processives et/ou 

cellobiohydrolases 

aGH: Glycosyl Hydrolase 
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Motif de Clan Famille Classification Type d'enzyme Distribution Nombre 
re~liement ~récédente (s~écificité de substrat) taxonomigue d'enz~mes 

Structures non déterminées: 
3 ~-glucosidases Bactéries et 58 

essentiellement champignons 

44 Famille J Endoglucanases Bactéries 5 
51 Endoglucanases et Bactéries et 9 

arabinofuranosidases champignons 

52 ~-xylosidases Bactéries 2 

55 Exo et endo-l ,3- Champignons 2 
glucanases 

61 Endoglucanases Champignons 1 

II.4.2. Les systèmes cellulolytiques. 

L'insolubilité de la cellulose exige que les cellulases soient sécrétées dans le milieu 

ou exposées à la surface de la cellule. Tous les systèmes cellulolytiques efficaces sur la 

cellulose cristalline mettent en jeu plusieurs enzymes de spécificité différente, organisées ou 

non en complexes protéiques structurés. 

Deux types d'organisation sont bien connus (Béguin and Aubert, 1992; 1994; 

Leschine, 1995, Tomme et al., 1995 pour revues): 

V' Chez les champignons cellulolytiques, dont le genre Trichoderma (Teeri et al., 1991), des 

endo et des exoglucanases sont sécrétées de façon non associée et agissent en synergie. 

Plusieurs bactéries procédent de façon similaire: Clostridiumfimi (Gilkes et al., 1984; Meinke 

et al., 1994), Clostridium stercorarium (Bronnenmeier et al., 1991; Creuzet et al. , 1983), 

Microbispora bispora (Yablonsky et al., 1988), ... 

V' Les cellulases de Clostridium thermocellum sont regroupées au sein d'un complexe 

multiprotéique de haut poids moléculaire appelé cellulosome. Le cellulosome est présent à la 

fois à l'état soluble dans le milieu et associé à la surface des cellules sous forme de 

protubérances polycellulosomales regroupant une ou plusieurs centaines de cellulosomes. Ces 

protubérances permettent aux bactéries de s'attacher à la cellulose (Bayer and Lamed, 1986; 

Mayer et al., 1987; Wiegel and Dykstra, 1984). 

Des complexes de haut poids moléculaire liés à la surface des cellules ont été décrits 

chez d'autres bactéries anaérobies cellulolytiques: Clostridium cellulovorans (Shoseyov and 

Doi, 1990), C. papyrosolvens C7 (Cavedon et al., 1990), C. cellulolyticum (Madarro et al., 

1991), Ruminococcus albus (Wood et al., 1982), Fibrobacter succinogenes (Groleau and 
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Forsberg, 1981), Bacteroides cel/ulosolvens (Lamed el al., 1991) et Acelivibrio (MacKenzie 

el al., 1985). 

Les cellulases associées au cellulosome possèdent un domaine paniculier, appelé 

'domaine d'ancrage' ('dockerin domain'), qui interagit avec un domaine de cohésion 

('cohesin domain ') présent sur une protéine dite d"échafaudage' dépourvue d'activité 

catalytique ('scaffolding protein') (Bayer el al., 1998) (Figure 4). Ceue protéine 

d"échafaudage' (CipA chez C. thermocellum et CbpA chez C. ce//u/ovorans) possède un 

domaine N terminal particulier appelé 'CBD' ('Cellulose Binding Domain') nécessaire à la 

fixation du cellulosome sur la cellulose (Bayer el al. , 1998; Béguin and Auben, 1994; Tonune 

el al. , 1995)(Figure 4). Contrairement à CipA de C. Ihermocel/um, CbpA de C. cel/ulovorans 

possède quatre domaines hydrophiles et ne possède pas de domaine d'ancrage C tenninal (Dai 

et al., 1994). Ces domaines hydrophiles joueraient le même rôle que l'association domaine 

d'ancrage C tenninal de CipNdomaine de cohésion d'une protéine de surface cellulaire 

(protéine X: 01pB, SdbA ou ORF2p) chez C. Ihermocellum (Leibovitz and Béguin, 1996; 

Leibovitz el al., 1997; Fujino el al., 1993; Lemaire el al., 1995) (Figure 4). Ces domaines 

hydrophiles, qui possèdent une homologie avec des protéines de la couche S de certains 

micro-organismes. permettraient d'assurer la fIxation du cellulosome à la surface cellulaire 

(famaru and Doi, 1999). 
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~:~:~:~:~:~:~:~:~:~:~:~:~:~:~:~: Microfibrilles de cellulose 

rv ~ 00 1 Domaines Polypeptides Domaine de Domaine 
Domaine 

de cohésion de fixation à la d'ancrage 
du type Domaines 

connexion cellulose (CBD) couche S catalytiques 

Figure 4: Modèle hypothétique d'organisation du cellulosome de Clostridium 

thermocellum (d'après Tomme et al. , 1995). 

II.4.3 . Le cellulosome de C. cellulolyticum. 

Comme C. thermocellum et C. cellulovorans, C. cellulolyticum dégrade la cellulose 

grâce à un complexe extracellulaire multiprotéique, le cellulosome, de masse moléculaire 

d'environ 600 kDa (Bélaich et al. , 1997; Gal et al. , 1997; Madarro et al. , 1991). Chez 

C. cellulolyticum, treize cellulases ont été identifiées ainsi qu'une protéine d"échafaudage' de 

160 kDa dépourvue d'activité catalytique appelée CipC (pour ' cellulosome-integrating 

protein') (Gal et al., 1997). Les gènes correspondant à 8 cellulases ont été séquencés chez 

C. cellulolyticum (celA, C, D, E, F, G, H, 1) (Tableau III) (Bagnara-Tardif et al. , 1992; Faure 

et al., 1988; Faure et al., 1989; Gal et al. , 1997; Reverbel-Leroy et al., 1996, Shima et al., 

1991). 
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Tableau III: Descriptif des cellulases de Clostridium cellulolyticum (d'après Bélaich et al., 
1997) 

Type Mr Famille Domaines 

Cel A 50.000 5 CDa+DDb 

CelC 47.200 8 CD+DD 

CelD 63.300 5 CD+DD+CBDc 

CelE 94.300 9 CD+DD+CBD 

CelF 77.600 48 CD+DD 

CelG 76.000 9 CD+DD+CBD 

CelH ? 9 CD+DD+ CBD 

Cel J ? 9 CD+DD+CBD 

aCD= 'Cohesin Domain' 
bDD= 'Dockerin Domain' 
cCBD= 'Cellulose Binding Domain' 

Contrairement à C. thermocellum où les gènes des cellulases sont dispersés sur le 

chromosome (Béguin et al., 1988), certains gènes de C. cellulolyticum sont regroupés au sein 

d'un cluster d'au moins 16 kb (Bagnara-Tardif et al., 1992) (Figure 5). 

-30 -13-12 -13 -31 

) 
5kb 

) 
6kb 

T Structure en tige boucle 

Figure 5: Cluster de gènes chez C. cellulolyticum. Les flèches indiquent la taille des ARNm 

(d'après Bélaich et al., 1997). 

L'assemblage du cellulosome est dû à des interactions fortes entre les domaines de 

cohésion de CipC, homologue à CipA de C. thermocellum et CbpA de C. cellulovorans, et les 
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domaines d'ancrage ('dockerin domain') des sous-unités catalytiques (Pagès el al., 1996) 

(Figure 6). Les ceOulases peuvent posséder un domaine de fiXation à la cellulose ('CSD '). 

Les CBO, comme les domaines catalytiques des cellu lases, sont classées en 12 familles sur la 

base de similarités au niveau de leur structure primaire (Bayer el al., 1998; Tomme el al. , 

1995). La fonction des CBO ne se limiterait pas à l'attachement des enzymes à la surface du 

substrat. Ils pourraient jouer un rôle direct dans l'hydrolyse de la cellulose. Chez 

C. cellulolyticum, le CBD de CipC (i) ancrerait l'enzyme à la surface de la cellulose 

augmentant ainsi sa concentration à proximité du substrat et (ii) pourrait modifier la structure 

de la cellulose (Pagès et al., 1997). Cette action pourrait exposer de nouveaux sites pouvant 

être hydrolysés par l'enzyme. 

CipC est composée d'un domaine de fiXa tion à la cellulose ('CBO'), de deux 

domaines hydrophiles et de huit domaines de cohésion (Figure 6) (Bélaich et 0/., 1997). Les 

domaines de cohésion présents dans CipC présentent une fone homologie entre eux mais 

contrairement à CipA sont séparés par des régions de liaison ('linker') très counes (Bayer et 

al., 1997). CipC possède 8 domaines de cohésion alors que 13 protéines possédant un 

domaine d'ancrage ont été détectées dans la frac tion cellulosomale de C. cellulolyticum. Cela 

suggère que différentes particules cellulosomales avec des compositions enzymatiques 

différentes sont produites par C. cel/ufolyticum comme cela a été observé pour 

C. papyroso/ve"s t::7 (Pagès et 0/., 1999). 

Comme CbpA de C. cellulovorans, Cipe ne possède pas de domaines d'ancrage C 

tenninal (Bélaich el al., 1997). Le mécanisme d'attachement des cellulosomes à la surface des 

cellules serait donc différent de celui de C. thermocellum (Figure 4) et pourrait être similaire à 

celui proposé pour C. cellu/ovorans (Tamaru and Doi, 1999)(Figure 6). 

23 



surface 

Cj I(!!J VU' Cl D 
domaines domaines liens domaines 

CBOs catalytiques dancrage hvdrophiles cohésion 

Figure 6: Représentation schématique du modèle d'organisation possible du cellulosome 

de C cellulolyticum (d'après Délaich et al, 1997; Tamaru and Doi, 1999). 

Cipe est représentée en blanc sur ce schéma. les cellulases apparaissent en rouge. 

Par ailleurs, un gène a été mis en évidence en aval de cipC (Pagès et al., 1999). Il 

code une protéine, ORFXp. possédant trois domaines dont un domaine de cohésion. Cette 

protéine est associée à la membrane de C. cel/ulolyticlIm et n'est pas détectée dans la fraction 

cellulosomale. Elle pourrait jouer un rôle dans l'assemblage du cellulosome de 

C. cellulolyticum. 

0.5. CeUulo,e et "émieeUulose. 

Vhémicellulose apparaît dans les parois des cellules végétales en association étroite 

avec la cellulose et const itue jusqu'à 30 % de la paroi. Un constituant majeur de 

l'hémicellulose est le xylane qui est un polymère constitué principalement d'unités xy lose 

reliées par des liaisons P-I ,4, avec des ramifications pouvant contenir d'autres substituants tels 

que l'arabinose, le galactose ou le glucuronate. 
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La dégradation de l'hémicellulose s'effectue par des endoxylanases et des p­
xylosidases en association avec des enzymes débranchantes retirant les chaînes latérales 

(Mitchell, 1998). 

Plusieurs souches de c10stridia produisent des xylanases (Biely, 1985). L'étendue de 

la dégradation du substrat dépend alors de l'activité des enzymes produites. 

C. thermocellum synthétise plusieurs activités xylanasiques dont certaines 

appartiennent au cellu losome el pourraient intervenir dans la dégradation de l'hémicellulose 

des substrats cellulosiques. Le rôle physiologique des xylanases de C. thermocellllm serait 

d'augmenter l'access ib ilité de la cellulose aux enzymes de dégradation du cellulosome (Morag 

et al., 1990). L'activité xylanase de C. thermocellum est détectée lors de cultures sur 

cellobiose ou cellu lose (Morag et al., 1990), contrairement à celle détectée chez 

C. stercorarium ou à C. acetobutylicllm où elle est sujette à une répression catabolique 

(Mitchell, 1998). 

C. cellulolyticum est capable également d'utiliser le xylane comme source de 

carbone. Une P-xylosidase, produite intracellulairement chez cette bactérie, a été caractérisée 

(Saxena et al., 1995). 

m. L'assimilation des substrats solubles. 

Qu'ils proviennent de l'hydrolyse des polymères ou soient disponib les en tant que 

glucides libres, les mono, di ou oligosaccharides et leurs dérivés constituent les substrats 

assimilés par la cellule permettant sa croissance. Ces substrats sont accumulés via des 

protéines de transport liées à la membrane et sont convertis en intermédiaires des vo ies 

métaboliques principales. 

II!.1. Mécanismes et régulation du transport des substrats solubles. 

m .!.!. Systèmes de transpon . 

./ Système PTS (système phosphotransférase PEP dépendant) 

Chez les bactéries anaérobies strictes ou facultatives, un mécanisme répandu de 

transport des glucides est le système PTS. Ce système est un exemple de translocation de 

groupe où le substrat passe la membrane cytoplasmique en subissant une modification 

chimique, dans le cas présent une phosphorylation (Saier, 1989; Postma et al., 1993). Ainsi, 

deux étapes métaboliques sont réalisées tout en fourn issant une seule fo is de l'énergie, ce qui 
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expliquerait l'adoption d'un tel mécanisme par les bactéries anaérobies dont le rendement 

énergétique issu du métabolisme est faible. 

Le système PTS est mis en évidence dans des cellules perméabilisées ou des extraits 

acellulaires en suivant la phosphorylation PEP dépendante du substrat et apparaît comme un 

mécanisme de transport majeur chez les clostridia (Tableau IV) (Mitchell, 1998). 

Tableau IV : Mécanismes de transport chez les clostridia 'saccharolytiques' (d'après 

Mitchell, 1998). 

Micro-organisme 

C. acetobutylicum 

C. beijerinckii 

Clostridium sp. P262 

C. thermocellum 

T. ethanolicusa 

T. thermohydrosulfuricusa 

T. thermosulfurigènei 

C. thermosaccharolyticum 

C. pasteurianum 

PTS, système phosphotransférase. 

PTS 

Glucose, mannitol 

Glucose, fructose, mannose, 

sucrose, glucitol, mannitol 

Glucose, galactose, lactose 

Fructose, mannitol 

Glucose 

Glucose, fructose, sucrose, 

glucitol, mannitol 

a A l'origine C. thermohydrosulfuricum. 

b A l'origine C. thermohydrosulfurogènes 

Non PTS 

Galactose, maltose 

(Galactose) 

Glucose, cellobiose, fructose 

Glucose, cellobiose 

Glucose, xylose 

Maltose 

Glucose, xylose 

Galactose, gluconate 

Le système PTS bactérien est constitué d'une chaîne de transfert de groupement 

phosphoryle comprenant plusieurs protéines, entre le donneur PEP et le substrat qui est 

phosphorylé lorsqu'il rentre dans la cellule. Les deux premiers composants, enzyme 1 et RPr 

sont communs à toutes les phosphotransférases et se trouvent en général dans la fraction 

soluble des extraits cellulaires. Les composants restants forment le complexe 'enzymatique II' 

qui est spécifique d'un ou d'un petit nombre de substrats apparentés. Il comprend une 

perméase liée à la membrane soit seule, soit en association avec un ou plusieurs polypeptides. 

Bien que plusieurs complexes enzymatiques II puissent avoir une architecture différente, 

l'analyse de leur séquence révèle une organisation en domaines identifiables, présents dans 
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des configurations différentes. Les domaines lIA et IIB contiennent des sites de 

phosphorylation et font partie de la chaine de transfen du groupement phosphoryle tandis que 

le domaine IIC intervient dans le passage (translocation) du substrat à travers la membrane 

(Saier, 1989; Postma et al., 1993) (Figure 7). 

cytoplasme 

Enz 1 

p 
p p 

glucose 6·P 

Figure 7: Le système phosphotransférase (PTS) bactérien (d'après Mitchell, 1998). 

L'incorporation du glucose, par exemple, via le système PTS conduit à la formation 

d'un dérivé phosphorylé. Le glucose-6-phosphate peut alors pénétrer directement dans la voie 

glycolytique et les autres produits sont convertis en intermédiaires glycolyt iques. 

Dans le cas des diholosides, le produit du système PTS doit être clivé par une 

hydrolase, libérant ainsi une molécule d'hexose phosphorylée et une molécule d'hexose non 

phosphorylée . 

./ Système de transport non PTS 

Certains glucides n'empruntent pas le système PTS chez les clostridia (Tableau IV) et 

sont transportés dans la cellule sans modification chimique. La source d'énergie pour ce type 

de transport est vraisemblablement l'ATP ou des gradients d'ions transmembranaires (Mitchell 

et al., 1995). L'utilisation de différents inhibiteurs métaboliques a permis de démontrer que le 

transport du glucose et du cellobiose chez C. thennoce/lum est ATP-dépendant (Hernandez, 

1982; Ng and Zeikus, 1982). Strobe1 et al. (Strobel et al., 1995) ont par ailleurs corrélé le 

défaut de transport du glucose et du cellobiose chez C. thermoce/lum avec une diminution du 

pool intracellulaire d'ATP, alors que la destruction du gradient transmembranaire de protons 

27 



n'a aucun effet sur le transport des oses, confirmant ainsi la dépendance du transport de ces 

sucres vis-à-vis de l' ATP. 

Le système de transport du cellobiose permet également le transport des 

cellodextrines, indiquant par là-même que ces produits d'hydrolyse de la cellulose peuvent 

entrer directement dans la cellule. Ces molécules (cellobiose et cellodextrines) sont alors 

métabolisées, par des cellobiose et cellodextrine phosphorylases avec conservation de 

l'énergie de la liaison P-glycosidique (Figure 8). Ces activités ont été mises en évidence 

notamment chez C. thermoce//um (Alexander, 1972a, b). 

Cellodextrine (n) • 
1 

ATP ADP 

Cellodextrine (n) 

[iJ 
PI 

ATP 

Cellobiose • 

CeUobiose 0rPI 

Glucose 6·P 

ADP ATP 

Glucose 
• 

Glucose 0 
ADP 

ATP 

Figure 8: Schéma du modèle du système de transport et de phosphorylation des 

substrats carbonés chez C tltermocellum LQRI (d'après Strobel et al., 1995). 

t : cellodextriue phosphorylase (EC 2.4.1.49); 2: cellobiose phosphorylase (EC 2.4.1.20); 

3: hexokinase (EC 2.7.1.1); 4: phosphoglucomutase (EC 5.4.2.2) . 

Enfin. bien que le processus soit relativement rare chez les bactéries, certains 

substrats peuvent être transportés à l'intérieur des cellules par un mécanisme ne nécessitant 

pas d'énergie, par di ffusion facilitée comme le transport du glycérol chez C. pasleurianum 

(Booth. 1976) ou chez E. coli (Lin. 1986), le transport du glucose ou du xy lane chez 
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C. thennohydrosulfuricum (Cook et al. , 1993a, b) et le transport du glucose chez 

Slreploeoeeus bovis (Russell, 1990). 

111.1 .2. Régulation de l'incorporation des substrats solubles. 

L'entrée du substrat dans la cellule ainsi que les premières étapes du métabolisme 

représentent un point de contrôle important des processus métaboliques. 

Ce contrôle peut s'exercer soit sur la synthèse, soit sur l'activité des systèmes de 

transport et des enzymes qui leur sont associées. Les cellules sont capables de réguler la 

concentration cytoplasmique des inducteurs de l'expression des gènes selon la demande, tout 

en exerçant un contrôle global sur la transcription des gènes impliqués dans le catabolisme. Il 

en résulte une hiérarchie de substrats, certains étant métabo lisés plus fac ilement et favorisés 

énergiquement par rapport à d'autres (Mitchell, 1998). 

Les clostridia présentent le même type de régulation que les autres bactéries : ils sont 

capables d'induire ou de réprimer les systèmes de transport et les activités métaboliques. 

Cependant, les mécanismes responsables de ces phénomènes chez les c1ostrid.ia ne sont pas 

encore élucidés et nécessiteraient une analyse approfondie notamment au niveau de 

l'organisation des gènes. 

Contrairement à C. thermohydrosulfuricum (Ng and Zeikus, 1982) où le métabo lisme 

du cellobiose est réprimé par le glucose, C. thermocellum LQR 1 montre une préférence pour 

le cellobiose par rapport au glucose lorsque l'inoculum est préparé sur cellobiose (Cook and 

Morgan, 1994; Mitchell, 1996). Par ailleurs, cette souche métabolise les deux sources de 

carbone lorsque l'inoculum est préparé sur glucose. C. cellulolyticum montre la même 

préférence pour le cellobiose par rapport au glucose que C. thermocellum (Giallo et al. , 1983). 

L'activité de transport du cellobiose et la cellobiose phosphorylase sont présentes 

dans les cellules de C. them lOcellum cultivées sur cellobiose ou sur glucose bien que ces 

activités soient plus faibles sur glucose. Le transport de glucose et l'activité hexokinase ne 

sont, eUes, détectées que lorsque les cellules sont cultivées sur glucose (Ng and Zeikus, 1982). 

Le métabolisme du cellobiose apparatt donc être constitutif chez C. thermocellum 

alors que le métabo lisme du glucose serait inductible. La préférence de C. thennocellum pour 

le cellobiose peut s'expliquer par l'utilisation d'une cellobiose phosphorylase comme enzyme 

hydrolytique pour cliver le substrat tout en conservant l'énergie de la liaison P-glycosidique 

(Figure 8)(Ng et al., 1977). Ainsi, le rendement molaire de croissance de C. thermoce/lum sur 

cellobiose est deux fois plus élevé que sur glucose et la vitesse de croissance est également 

plus élevée (Ng and Zeikus, 1982). Les mêmes phénomènes sont observés chez 
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C. ce//ulolyticum (Giallo et al. , 1983) ce qui laisse supposer qu'un mécanisme du même type 

que chez C. thermocellum pourrait exister. 

111. 1.3. Mécanisme de répression catabolique. 

Le processus de répression catabolique nécessite de la part des cellules qu'elles soient 

capables de détecter la présence d'une source de carbone et de transmettre l'information aux 

circuits de contrôle adéquats. 

L'exemple le mieux connu est la répressio n catabolique du lnétabolisme d'autres 

sucres par le glucose chez Escherichia coli et Salmonella enterica sérovar Typhimurium 

(Figure 9). 

La glucose phosphotransférase, en particulier le composant lIA Gle joue un rôle 

central. La protéine lIA Gle peut exister sous fonne phosphorylée ou déphosphoryIée. La fonne 

phosphorylée est un activateur de l'adénylate cyclase, enzyme responsable de la synthèse 

d'AMPc tandis que la fonne non phosphorylée est un inhibiteur des systèmes de transport non 

PTS (Postma et al., 1993; Saier, 1989; Saier et al., 1995). L'entrée de glucose entraîne une 

déphosphorylation des protéines de la chaîne de transfert des phosphoryles et donc une 

inhibition des systèmes de transfert non PTS avec désactivation de l'adénylate cyclase 

conduisant à une diminution de la concentration en AMPc. Comme rAMPc, en se complexant 

avec une protéine réceptrice CRP, agit en tant qu'activateur de la transcription de plusieurs 

systèmes de gènes, il en résulte donc un double contrôle, à la fois sur l'incorporation de 

l'inducteur et sur l'expression des gènes (Maganasik and Neidhardt, 1987). 11 existe d'autres 

mécanismes de répression à la fois chez les entérobactéries et les autres micro-organismes à 

Gram négatif (Saier, 1991; Saier, 1996) mais ils sont pour la plupart mal définis. 

Chez les bactéries à Gram positif, un modèle de régulation différent est proposé. Il a 

été montré chez Bacil/us subtilis et Baeil/us megaterium, que deux protéines jouent un rôle 

central dans la répression catabolique de l'utilisation de sources de carbone: CcpA 

('Catabolite Control Protein ') et HPr, protéine du système PTS (Figure 9) (Chauvaux, 1996; 

Deutscher et 01., 1995; Fujita et 01., 1995; Gosseringer et 01., 1997; Hueck et 01., 1995) 
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(a) E. coli 

(inactive) 

PEP 

Pyruvate 

ose - P 

AMPCY 
AMPc AMPc 

ose 

P 

Transcription activée 

1 

par le complexe AMPc - CRP 

~ Glucose 

Répression catabolique 

(b) B. subti/is 

(active) 

B-p FDP 

ADN 

Transcription inhibée 
par le complexe HPr(Ser-P)-CcpA 

(Répression catabolique) 

Figure 9: Modèles illustrant le contrôle du mécanisme de répression catabolique (a) chez 

E. coli, (b) chez B. subtilis (d'après Saier et al., 1996). 

CcpA est une protéine agissant en trans du même type que les répresseurs LacI et 

GalR chez E. coli (Henkin et al., 1991; Weickert and Adhya, 1992). RPr, phosphorylée au 

niveau d'un résidu sérine par une kinase ATP-dépendante activée par différents métabolites 

intermédiaires (notamment le fructose 1-6 diphosphate) (Reizer et al., 1998), se fixe à CcpA 
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(Deutscher et al. , 1995). Le complexe HPr(Ser-P)-CcpA se fixe au mveau de séquences 

d'ADN appelées 'CRE' ('Catabolite Response Element ') retrouvées en amont de plusieurs 

gènes et opérons cataboliques soumis à une répressio n catabolique (Grundy et al., 1993; 

Henkin, 1996). Des protéines homologues à CcpA ont été mises en évidence chez d'autres 

bactéries à Gram positif notamment C. acetobutylicum (Chauvaux, 1996; Davison et al., 

1995), Staphylococcus xylosus (Egeter and Brückner, 1996), Lactobacil/us casei (Monedero 

et al., 1997), Lactabacillus pentasus (Lokman et al., 1997), Lactabacil/us lactis (Luesink et 

al., 1998) et Lis/eria mOflocytogenes (Bebari and Youngman, 1998). Par ailleurs, une 

phosphorylation de HPr a été mise en évidence chez C. beijerinckii et C. pasteurianum. Le 

mécanisme de répression catabolique HPr(ser-P)-CcpA serait donc un mécanisme répandu 

chez les bactéries à Gram positif (Mitchell, 1998). 

III.2. Orientation du flux d'électrons chez les clostridia. 

Chez les clostridia, les voies de métabolisme du carbone sont inextricablement 

reliées aux réactions de transfert d'électrons. Le métabolisme du glucose fournit du NADH au 

niveau de la voie glycolytique et une deuxième étape d'oxydation intervient lors de la 

conversion du pyruvate en acétyl-P (réaction phosphoroclastique). La réaction 

phosphoroclastique fait intervenir trois enzymes: la pyruvate-fd-oxydoréductase (EC 1.2.7. 1), 

l'hydrogénase (EC 1.18.99. 1) et la phosphotransacétylase (EC 2.3.1.8) et nécessite la présence 

de coenzyme A, de phosphate et d'un transporteur d'électrons, la ferrédoxine. 

La pyruvate-fd-oxydoréductase (EC 1.2.7. 1) produit de la ferrédoxine réduite (fd-H,) 

et le devenir des électrons va conditionner le profù de fermentation (Figure 10). 
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Figure 10: Schéma général des interactions entre les voies du flux carboné et celles du 

flux d'électrons chez les clostr idia (d'après Mitchell, 1998). 

1: Glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (EC 1.2.1.12); 2: Pyruvate-fd-oxydoréductase 

(EC 1.2.7.1); 3: Hydrogénase (EC 1.18.99.1); 4: NADPH-fd-oxydoréductase (EC 1.18.1.2); 5: 

NADH-fd-oxydoréductase (EC 1.18.1.3); 6: Déshydrogénase NAD(P)H dépendante; 7: Lactate 

déshydrogénase NADH dépendante (EC 1.1.1.27). 

En plus de cette enzyme, trois autres oxydoréductases peuvent transférer des 

électrons entre la ferrédoxine et un accepteur ou donneur. 

L'hydrogénase (fd-H2 oxydoréductase) (EC 1.18.99,1) forme de l'hydrogène (Adams 

et al., 1980) permettant de métaboliser le pyruvate en acétate avec formation d'un ATP 

supplémentaire (via l'acétate kinase (EC 2,7.2.1 )) . 

Si la production de H2 est limitée, les électrons doivent être dirigés vers la formation 

de composés réduits. L'enzyme NADPH-fd oxydoréductase a une fonction anabolique chez 

les clostridia, elle fournit le NADPH nécessaire aux synthèses (Jungermann et al., 1973). 

L'enzyme NADH-fd oxydoréductase pourrait être utilisée pour régénérer le NAD+ 

(Petitdemange et al., 1976) mais dans cette direction la réaction met en jeu un changement de 

potentiel rédox défavorable et nécessite l'acétyl-CoA comme activateur (Jungermann et al., 

1973), 
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La totalité de l'acétyl-CoA peut être convertie en acétate uniquement si le NADH 

formé lors de la glycolyse est réoxydé par formation d'H2 via la ferrédoxine. 

En pratique, l'accumulation d'hydrogène entraîne une inhibition de l'activité 

hydrogénase obligeant ainsi la cellule à produire des composés réduits. Un tel phénomène a 

été décrit notanunent chez C. acetobutylicum (Doremus et al., 1985; Jungermann et al., 1973; 

Yerushalmi et al., 1985). 

Plusieurs souches sont, par ailleurs, capables de réduire le pyruvate en lactate. ce qui 

constitue une voie alternative de régénération du NAD+. 

111,3, Orientation du flux carboné chez les c1ostridia. 

III.3.1 Régulation du flux de carbone chez C. acetobutylicum (fermentation acétono­

butylique). 

De nombreuses études portant sur le métabolisme de C. acetobutylicum ont été 

réalisées ce qui a permis d'établir un modèle pour la compréhension des mécanismes 

intervenant dans les régulations métaboliques chez cette bactérie (Girbal et al., 1995a; Girbal 

and Soueaille, 1998). 

C. acetobutylicum convertit hexoses et pentoses en pyruvate, AT? et NADH (Figure 

11). Le pyruvate est alors décarboxylé en acétyl-CoA par une pyruvate-fd-oxydoréductase. 

les équivalents réducteurs générés sont convertis en H2 par une hydrogènase. L'acétyl-CoA 

est un point de branchement, conduisant à la production d'acides organiques (acétate et 

butyrate) et de solvants (acétone, butanol et éthanol). L'acétyl-CoA est converti en acétate par 

une phosphotransacétylase et une acétate kinase. Une enzyme (thiolase) permet la 

condensation de deux molécules d'acétyl-CoA pour fonner une molécule d'acétoacétyl-CoA, 

précurseurs des solvants à quatre carbones. Cette réaction joue un rôle important pour définir 

le rapport entre produits à deux carbones (acétate, éthanol), trois carbones (acétone) et quatre 

carbones (butyrate et butanol). Son activité est régulée par le rapport entre coenzyme A et 

aeétyl-CoA. L'acétoacétyl·CoA est alors réduit en deux étapes en butyryl-CoA puis converti 

en butyrate ou donne naissance à de l'acétone. Ethanol et butanol sont produits, en deux 

étapes, à partir d'aeétyl-CoA et de butyryl-CoA respectivement (Girbal and Soueaille, 1998; 

Matta-EI-Ammouri et al., 1987; Papoutsakis, 1984) (Figure Il). 
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Figure 11: Fermentation acétono-butylique (Matta-El~Ammouri et al., 1987). 

1: Hydrogénase (EC 1.18.99.1); 2: fd-NAD-oxydoréductase (EC 1.18.1.3); 3: fd-NADP­
oxydoréductase (EC 1.18.1.2); 4: Lactate déshydrogénase NADH dépendante (EC 1.1.1.27); 5: 
acétaldéhyde déshydrogénase (EC 1.2.1.10); 6: éthanol déshydrogénase (Ee 1.1.1.1); 7: 
phosphotransacétylase (EC 2.3 .1.8); 8: acétate kinase (EC 2.7.2.1); 9: acéto-acétyl CoA thiolase (EC 
2.3 .1.9); 10: f3-hydroxybutyryl-CoA déshydrogénase (EC 1.1.1.157); 11: crotonase (BC 4.2.1.55); 12: 
butyryl-CoA déshydrogénase (EC 1.3 .99.2); 13: acétoacétyl-CoA: acyl-CoA transférase (Be 2.8.3.8); 
14: acétoacétate décarboxylase (Ee 4.1.1.4); 15: isopropanol déshydrogénase (BC 1.1.1.80); 16: 
phosphotransbutyrylase (EC 2.3.1.19); 17: butyrate kinase (EC 2.7.2.7); 18: butyraldéhyde 
déshydrogénase (Ee 1.2.1.57); 19: butanol déshydrogénase (EC 1.1.1.1 ou Ee 1.1.1.2) . 

../ Régulation de la solvantogénèse: 

L'initiation et le maintien de la prodllction de solvant (butanol, éthanol et acétone) 

ont été dans un premier temps associés à un pH faible et à une accumulation d'acides à 

l'intérieur de la cellule (Girbal and SOl/caille, 1998). 
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Lors de cultures en batch, une corrélation a été mise en évidence entre concentration 

d'acide butyrique non dissocié et induction de la production de solvant (Hüsemann and 

PapoulSakis, 1989; Monot et al .. 1984; Terraciano and Kashket, 1986). 

Pour Grupe et Gottschalk (Grupe and Gottschalk, 1992), ce serait la fonne ionisée de 

l'acide butyrique qui serait impliquée dans la régulation. Par ailleurs, la disponibilité en ATP 

joue un rôle important. Une faible concentration en ATP conduit à un métabolisme acidogène, 

c'est le cas lors de cultures de C. acetobutylicum en limitation de carbone (Hüsemann and 

Papoutsakis, 1989). Au contraire, une disponibilité imponante en ATP (c'est à dire une 

demande en AT? faible) favorise la production de solvant. C'est le cas lors de cultures en 

saturation de carbone en utilisant un procédé de recyclage des cellules ce qu i diminue la 

vitesse de croissance et ainsi décroît la demande en AT? (Meyer and Papoutsakis, 1989a, b) . 

./ Régulation de la production d'alcool: 

L'initiation et le maintien de la produclÎon d'alcools (butanel et éthanel sans 

production d'acétone) ont été associés à une augmentation en NAD(P)H à l'intérieur de la 

cellule (Girbal and Soucaille, 1998). Une telle augmentation peut être obtenue en diminuant le 

flux d'électrons vers la production de H2 soit en modifiant l 'activité hydrogénase (utilisation 

de CO, gaz inhibiteur de l'hydrogénase ou dans des conditions de limitation en 

fer)(Hüsemann and ?apoutsakis, 1989), soit en utilisant des transporteurs anificiels 

d'électrons (méthyl viologène ou rouge neutre)(Girbal et al., 1995b; Grupe and Gottschalk, 

1992; Rao and Mutharasan, 1987). 

ll1.3.2. Régulation du flux de carbone chez les clostridia producteurs d'éthanol 

(fermentation alcoolique). 

L'éthanol est le produit majeur du métabolisme fermentatif de plusieurs c1ostridia, en 

particulier des souches thermophiles (Wang et al., 1979; Zeilcus, 1980). Malgré quelques 

travaux, la connaissance de la physiologie de ces micro·organismes est loin d'égaler celle de 

la fermentation acétonobutylique. Il apparaît néanmoins que ces souches montrent un 

componement qui, sous certains aspects, est similaire à celui de C. acetobutylicum. La gamme 

et le rendement en produits tenninaux sont également influencés par la nature et la 

concentration du substrat et par des paramètres environnementaux tels que le pH. Les voies 

métaboliques des clostridia producteurs d'éthanol sont similaires à celles décrites pour la 

fermentation acétonobutylique (Figure Il). L'éthanol est formé par réduction de l'acétyl·CoA 

via l'acétaldéhyde et les autres produits majeurs sont l'H2, le CO2, le lactate et l'acétate 

(couplé à la production d'ATP) (Jones and Woods, 1989; Rogers, 1986; Rogers and 

36 



Gottschalk, 1993). Les enzymes impliquées dans ces voies sont généralement mal 

caractérisées. C. themlOcelium possède une alcool déshydrogénase NADH·dépendante 

(Lamed and Zeikus, 1980) qui fonctionne de façon unidirectionnelle et est inhibée par de 

faibles concentrations en NAD+ et éthanol ce qui limite le rendement en éthanol. D'autres 

souches possèdent des enzymes distinctes avec des spécificités de coenzyme différentes. Une 

alcool déshydrogénase NADPH dépendante a été mise en évidence notanunent chez 

C. thermohydrosulfuricum (Lamed and Zeikus, 1981; Turunen et al., 1987). Le prom de 

formation d'éthanol et de lactate chez C. thermosaccharolyticum, en cultures continues 

limitées en glucose, est influencé par le pH et le taux de dilution. A pH 7, la production 

d'éthanol est maximale alors qu 'à pH 5,la production de lactate devient maximale. De même 

la diminution du taux de dilution favorise la production de lactate. Ces changements reflètent 

des différences d 'activités des lactate et éthanol déshydrogénases, ce qui indique une 

régulation de la synthèse des enzymes (Vancanneyt et al., 1990). 

Un autre facteur qui pourrait influencer les quantités respectives des deux produits 

est l'activation de la lactate déshydrogénase par le fructose 1,6·diphosphate (Russell et al., 

1996). Chez C. thennohydrosulfllricum, cette activation est due à une augmentation de 

l'affmité pour le pyruvate et le NADH, ce qui entraînerait une réorientation du flux de 

carbone et d 'électrons vers la production de lactate plutôt que vers les autres produits 

(Germain et al., 1986). 

Comme pour la fermentation acétono-butylique, les produits du métabolisme peuvent 

être affectés par des facteurs modifiant le flu x d 'électrons dans le systènlC fd-NAD(P)-H2. 

Dans certaines souches, la concentration en H2 affecte le rapport éthanoVacétate produit en 

limitant la capacité des cellules à régénérer les transponeurs d 'électrons réduits. Ainsi la 

formation d'éthanol par C. saccharolyticum est stimulée en présence d 'hydrogène tandis que 

la production d'acétate et de H2diminue (Murray and Khan, 1983). De même, une culture de 

C. thermoce/lum réalisée sous atmosphère d' H2 produit plus d 'éthanol, exceptée la souche 

LQR1 dépourvue d 'activité fd-NAD+ réductase (Freier et al., 1988; Lamed et al. , 1988; 

Lamed and Zeikus, 1980). 

Chez C. cellulolyticum, les produits de la fennentation du cellobiose ou du glucose 

sont les mêmes que chez C. thermoce/lllm (Figure 12). Cependant, en culture discontinue, le 

profù fermentaire varie en fonction de la concentration initiale en substrat. Lorsque la 

concentration initiale en cellobiose est inférieure à 4 g/l, l'acétate est le produit majoritaire 

tandis que pour des concentrations supérieures, la production de lactate augmente pour 

atteindre en ftna1 celle de l'acétate (Giallo, 1984; Giallo et al., 1983). Au cours de la phase 
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exponentielle de croissance, C. cellulolyticum ne métabolise qu 'une faible quantité de substrat 

(3 g/l) en raison d'une inhibition précoce de la croissance (Giallo et al., 1983). 
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Figure 12: Schéma du métabolisme du cellobiose par C cellulolyticum. 

1: Cellobiose phosphorylase (EC 2.4. 1.20); 2: L-Iactate déshydrogénase NADH dépendante (EC 

1.1.1.27); 3: Pyruvate-fd-oxydoréductase (Ee 1.2.7.1); 4: Hydrogénase (Ee 1.18.99.1); 5: NADH-fd­

oxydoréductase (EC 1.18.1.3); 6: Acétaldéhyde déshydrogénase (Ee 1.2. 1.10); 7: Alcool 

déshydrogénase (Ee 1.1.1.1); 8: Phosphate acétyl transférase (EC 2.3 .1.8); 9: Acétate kinase (EC 

2.7.2. 1). 
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IV. Facteurs d'adaptation des bactéries à un stress carboné. 

Dans la nature, de nombreux écosystèmes sont oligotrophes et l'insuffisance 

nutritionnelle est le stress rencontré le plus fréquemment par les micro-organismes (Morita, 

1988). 

L'étude de l'adhésion de Clostridium cellulolyticum a permis de proposer un modèle 

de colonisation de la cellulose comprenant 4 étapes (Gelhaye, 1993; Gelhaye et al., 1993a, b) 

(Figure 13): 
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Figure 13: Modèle de colonisation de la cellulose proposé pour C cellulolyticum (d'après 

Gehin et al, 1996). 

.t une étape d'adhésion à un site spécifique 

.t une étape de colonisation de ce site 
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li un relargage bactérien dû probablement à une saturation ou/et à une 

hydrolyse du site d'adhésion 

li une réadhésion des bactéries à un nouveau site. 

Lorsque les sites du substrat insoluble sont saturés ou hydrolysés, C. ceJ/u/o/yticum 

se retrouve vraisemblablement relargué dans le milieu environnant et se retrouve en 

compétition avec d'autres bactéries, cellulolytiques ou non, pour l'utilisation des nutriments, 

notanunent le carbone. Cette étape de relargage place donc les bactéries dans une situation de 

stress carboné. 

De nombreuses bactéries ont développé, au cours de l'évolution, des mécanismes 

complexes leur permettant de résister à ces variations nutritionnelles (ou physicochimiques). 

IV.I. Bactéries non sporulées. 

II' Taille des cellules: 

Les bactéries marines teUes que les Vibrio forment des cellules de très petite taille, 

des ultramicrocellules, qui proviennent de cellules ayant subit plusieurs divisions cellulaires 

sans augmentation de biomasse. Cela permettrait d 'éviter qu'eUes ne soient ingérées par des 

bactériovores et d'augmenter la surface bactérienne par unité de volume de façon à capturer le 

substrat de façon plus efficace (Siegele and Kolter, 1992; Srinivasan and Kjelleberg, 1998). 

Les cellules d'E. coli deviennent, quant à elles, plus petites et presque sphériques lorsqu 'elles 

entrent en phase stationnaire (Siegele and Kolter, 1992). 

li Surface cellulaire: 

La surface cellulaire de nombreuses bactéries devient plus hydrophobe, les cellules 

deviennent plus adhésives lors d'une carence et on observe une modification de la 

composition en acides gras des membranes cellulaires (Kjelleberg et al., 1987; Siegele and 

Koller, 1992). 

II' Capacité de transport: 

La cellule peut augmenter sa capacité de transport du nutriment limitant, en 

augmentant la synthèse du système de transport ou en induisant la synthèse d 'un système de 

plus haute affinité (Harder and Dijkhuizen, 1983). 

li Réaction d'austérité (ou contrôle stringent): 

De nouvelles vo ies métaboliques endogènes, moins exigeantes d'un point de vue 

énergétique, peuvent être mises en place. 
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Au niveau des enzymes intracellulaires, Je micro-organisme tend à déréprimer la 

machinerie enzymatique catabolique alors que la synthèse des fonctions anaboliques est 

ajustée de façon à conserver le taux de croissance. 

La réaction d 'austérité s'accompagne d ' une diminution brutale de la synthèse des 

protéines et des ARN stables (ARNt et ARNr). La réplication de l'ADN se poursuit 

uniquement aux fourches de réplication qui existaient au moment de la carence. Ces mesures 

apponent à la cellule un gain imponant d 'énergie (Cashel, 1975; Spira et al., 1995) . 

Au cours de la réaction d 'austérité, chez E. coli et les Vibrio marins notamment, 

deux nucléo tides inhabitue ls s 'accumulent: les guanosines tétra et pentaphosphates (ppGpp et 

pppGpp). Deux voies de synthèse de ces nucléo tides existent (Figure 14): une voie re/A­

dépendante (déclenchée par la fixation d ' un ARNt non chargé sur le ribosome) et une voie 

re/A-indépendante faisant intervenir le produit du gène spoT (Fliirdh el al., 1994; Neidhardt el 

al., 1994). SpoT possède une double activité: elle intervient dans la dégradation du ppGpp et 

dans la synthèse du pppGpp faisant suite à une carence (en carbone notamment). Le ppGpp 

inhibe la synthèse protéique et la transcription des gènes d 'ARNt et d 'ARNr, il agirait en se 

fIxant sur la sous-unité P de l'ARN polymérase (Gentry et al., 1993; Svitil et al., 1993). 

Vole ribosomique 

ATP AMP 

Riboso me 
GTP 

ARNm + AR Nt 
non chargé 

Ndk 4 2 

GOP 

3 

pppGpp GTP 

Gpp Ndk 4 

ppGpp GOP 

Voie de la carence 
en carbone 

s 

__ -fSpoT"J-_. 

pppGpp 

2 
Gpp 

ppGpp 

Figure 14: Voies de synthèse des nucléotides à guanosine impliqués dans la réaction 

d1austérité chez les entérobactéries (d'après Neidhardt el al., 1994). 

1: Protéine RelA: (P)ppGpp-synthétase 1 
2: Qro: pppGpp 5'-phosphohydrolase 
3: Protéine SpoT: (p)ppGpp pyrophosphohydrolase 

4: Ndk: nucléos ide diphosphate-kinase 
5: Protéine SpoT*: fonne dérivée de SpoT 
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Récemment, il a été montré que le ppOpp active la synthèse du facteur crS (Lange et 

al., 1995). crS est essentiel pour la transcription de plusieurs gènes de la phase stationnaire et 

apparaît comme un régulateur majeur de la réponse à une carence carbonée (Lange and 

Hengge-Aronis, 1991; MeCann et 01.,1991). 

Chez les bactéries, en effet, la régulation de l'expression des gènes se fait 

majoritairement au niveau transcriptionnel. La spécificité de reconnaissance du promoteur fait 

intervenir une des sous-unités de l'ARN polymérase: le facteur sigma qui est relargué après 

l'initiation de la transcription. De nombreux facteurs sigma existent , avec une spécificité de 

reconnaissance qui leur est propre, ce qui constitue un outil de contrôle de l'expression des 

gènes (par reprogrammation de l'ARN polymérase) (Haldenwang, 1995; Helmann and 

Chambertin, 1988). 

V Modification de l' expression génique: 

Une carence carbonée chez E. coli, est responsable de l' induction de plus de 

cinquante protéines (Groat et al., 1986; Matin, 1991; McCann et al., 1991; Schultz et al., 

1988) dont au moins trente deux nécessitent le facteur sigma katF ou ci' (rpoS) pour leur 

induction (Lange and Hengge-Aronis, 1991; McCann el al., 1991). Le facteur cf est induit 

notarrunent en phase stationnaire (Hengge-Aronis, 1993; Hengge-Aronis, 1996b; Lange and 

Hengge-Aronis, 1991) ou après un stress osmotique (Hengge-Aronis, 1993; Hengge-Aronis, 

1996a). La régulation de ci' est multiple: au niveau transcriptionnel, traductionnel et post­

traductionnel (Lange and Hengge-Aronis, 1994; Loewen et al., 1993; McCann et al., 1993) 

(Figure 15). 
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Figure 15: Représentation schématique des régulations s'exerçant sur le facteur as (ou 

OlS, KatF, AppR) chez E. coli (d'après Murner et al. , 1997). 

Le mécanisme de cette régulation complexe n'est pas totalement élucidé. La ' RNA­

binding protein' HF-I (Muiller et al., 1996b) et la protéine de type histone H-NS (Barth et 

al., 1995~ Yamashino el al. , 1995) pourraient notamment intervenir dans la traduction de 0 $. 

Par ailleurs, la protéine RssB et la protéase ClpXP seraient impliquées dans le turn-over de rl 
(Muiller et al., 1996a; Pratt and Silhavy, 1996; Schweder et al., 1996). De plus, une protéine 

de choc thermique DnaK, jouerait un rôle positif dans le contrôle traductionnel de r:l (Murner 

et al. , 1997) et la guanosine tètr.phosphate (ppOpp) pourrait également être impliquée dans la 

régulation de rpos (Lange et al., 1995) (Figure 15). 

Deux classes de gènes sont induites en cas de carence carbonée chez E. coli (Schultz 

et al. , 1988): les gènes csl, nécessitant l'AMP cyclique pour leur induction, et les gènes pex 

pour lesquels l'AMP cyclique n'intervient pas. Seuls les gènes pex semblent associés à la 

résistance. Ils comprennent notamment les gènes induits en cas de choc thermique (hsp) 

(Craig et al. , 1993; Lindquist and Craig, 1988). Certaines protéines Pex dont DnaK, GroEL et 

HtpG nécessitent un facteur sigma mineur pour leur synthèse: 0
12 (produit du gène rpaH) 

(Jenkins el al. , 1991). Le facteur d 2 contrôle le régulon 0.3
2

, regroupant des gènes induits 

uniquement lors d'un stress thermique (Bukau, 1993; Gross, 1996; Nakahigashi et al., 1998; 

Segal and Ron, 1998; Yura et al. , 1993). DnaK, GroEL et HtpG sont homologues, 

respectivement, aux protéines Hsp70. HSP mitochondriales et HSP83 eucaryotes . Ce sont des 
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molécules chaperons, impliquées dans la biogénèse et le repliement des protéines depuis la 

naissance de la chaîne jusqu 'à l'assemblage de complexes multimériques (Marange, 1993). 

Ces protéines pourraient prévenir les conformations anonnales des macromolécules 

provoquées par un stress. 

Chez les bactéries marines telles que les Vibrio, un stimulon de carence existe 

également. Il code plus de 60 protéines et est induit de façon séquentielle lors d'une carence 

(en carbone, azote ou phosphate) (Nystrom et al. , 1992; Srinivasan and Kjelleberg, 1998). 

IV.2. Bactéries sporulées. 

Certaines bactéries, typiquement à Gram positif et la plupart étant des bacilles, sont 

capables, dans des conditions bien particulières, de donner naissance à des endospores. 

Les endospores sont des formes de résistance et de dissémination formées en phase 

stationnaire. Elles sont libérées par lyse de la cellule mère. Ces endospores gardent la capacité 

de genner et de redonner des cellules végétatives. Les endospores ont des propriétés 

particulières: thermorésistantes, résistantes aux radiations ionisantes ou non ionisantes, à des 

substances toxiques, métaux lourds, elles sont inertes sur le plan métabolique (état 

crypta biotique) ce qui permet de conserver les bactéries jusqu'à ce que des conditions 

favorables entraînent la germination de la spore (Errington, 1993). 

Lorsque les conditions nécessaires à la sporulation ne sont pas réunies, un phénotype 

de résistance à de multiples stress peut être acquis, notamment chez Bacil/us subtiiis, via le 

régulon t? (Volker et al., 1999). Par ailleurs , la mise en place d'une réaction d'austérité, 

faisant intervenir la guanosine tétraphosphate comme chez E. coli a été décrite chez B. subtilis 

(Rhaese and Groscunh. 1974; Wendrich and Marahie! , 1997). 

IV.2.1. Induction de protéines de stress chez Bacil/us subtilis: Régulon dl. 

Chez B. subti/is, comme chez d 'autres bactéries, l' une des réponses précoces à un 

stress est l' induction de protéines de stress. Chez cette bactérie, les gènes codant ces protéines 

sont regroupés au sein de trois classes différentes (Hecker et al .• 1996) (Figure 16): 
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Classe 1 : HSP (CIRCE/aA) 
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GSP aB dépendantes 

Régulon aB 

(majoritaires) 
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GSP aB indépendantes 

~ ClpC 
~ ClpP 
~ Fts H 
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Figure 16: Représentation schématique des régulations mises en jeu lors d'un stress chez 

B. subtilis . 

.,f Classe 1 : gènes codant des protéines spécifiques d'un choc thermique (HSP pour 

'Heat Shock Protein') 

.,f Classe II : gènes codant des protéines de stress générales induites par différents 

stress (carence en glucose, stress thermique, stress osmotique, exposition à l'éthanol. .. ), Leur 

induction est dépendante d'un facteur sigma particulier: crB 

.,f Classe III : gènes codant des protéines générales dont l'induction est indépendante 

IV.2.1.1. Protéines de stress de classe 1. 

Ce groupe inclut les produits des opérons dnaK et GroESL, qui confèrent comme 

chez E. coli une protection vis à vis de la chaleur. 

La transcription de ces opérons est crA -dépendante. De plus, la région promotrice de 

ces opérons est caractérisée par la présence d'une séquence répétée inversée ('IR') 

parfaitement conservée, appelée CIRCE (pour 'controlling inverted repeat of chaperone 
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expression') qui serait un élément de régulation négative en cis (Segal and Ron, 1998; Yuan 

and Wang, 1995; Zuber and Schumann, 1994). Cette IR a été identifiée plus de cinquante fois 

dans vingt neuf espèces bactériennes différentes (Wetzstein et al., 1992) et notanunent chez 

C. acelobutylicum (Bahl el al. , 1995). Une protéine, HrcA ('heat regulation at CIReE') codée 

par la première ORF de l'opéron dnaK, interagirait avec cet élément CIReE pour réguler 

négativement les gènes de choc thennique de classe 1 (Figure 16). 

IV.2.1.2. Protéines de stress de classe Il: régulon cr'. 

IV.2.1 .2. 1. Opéron 0". 

La majorité des gènes codant des protéines induites par différents stress (dont 

carence en carbone, stress thermique, stress osmotique .. . ) constituent un large régulon de 

stress et de phase stationnaire contrôlé par le facteur ri' (Hecker and Volker, 1998). Le facteur 

dl, qui contrôle l'expression de différents gènes lors de l'entrée en phase stationnaire, est lui­

même également activé par différents stress (Benson and Haldenwang, 1993b; Boylan et al., 

1993; Kovacs el al., 1998; Vëlker el al., 1995b). 

Le gène sigma B, codant Je facteur spécifique dl, appartient à un opéron comprenant 

8 gènes: rsbR, rsbS, rsbT, rsbU, rsbV, rsbW, rsbX (rsb pour 'regulator of sigma B') et sigB 

(Benson and Haldenwang, 1992; Boylan el al., 1992; Kalman el al. , 1990; Wise and Priee, 

1995) (Figure 17 A). Cet opéron est précédé de deux promoteurs: le premier situé en amont de 

rsbR est d'-dépendant, il permet d'obtenir un taux de transcription de base de l'opéron et 

permet l'augmentation d 'expression de l'opéron lors de l'entrée en phase stationnaire dans un 

milieu riche. Le deuxième promoteur est interne (localisé entre rsbU et rsbV) et reconnu par 

cl. La transcription initiée à ce promoteur permet d'obtenir un taux d 'express ion de base des 

quatre gènes situés en aval (rsbU, rsbV, sigB et rsbX). EUe est responsable de l'augmentation 

soudaine des protéines correspondant à ces gènes après un stress ou une carence. 

IV.2. 1.2.2. Modèle de régulation de 0". 

"est soumis à une autorégulation (Kalman et al., 1990). Par ailleurs, les gènes de 

J'opéron sigB codent des régulateurs. Le mécanisme de régulation est du type 'panner­

switching'. Deux modules de régulation sont couplés (Kang et al., 1996; Yang el al., 1996), 

comportant chacun trois composants (Figure 17B): 

• une phosphatase à sérine (RsbX et RsbU) 

• une protéine antagoniste (RsbS et RsbV) 
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• une protéine 'switch' qui est une kinase à sérine (RsbT et RsbW) (Hughes and 

Mathee, 1998; Yang et al., 1996). 

A 

rsbR rsbS rsbT rsbU 

P P 

/ 1 ! \ 
Facteur Facteur Facteur Phosphatase 

Anti-Antagoniste Antagoniste Anti-RsbU 

B 

{;! 
e-/~ 
~ 

(Kinase) 

rsbV rsbW sigB rsbX 

~i· ,.' 

! \ 
Facteur Facteur Facteur Phosphatase 

Anti Anti-sigma Anti-sigma Sigma 
(Kinase) 
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[ RsbU J" 

Facteur Facteur 
Anti-sigma sigma 

~ 

@ y 0+RNAP 

~ 1 
Facteur Facteur Gènes de Anti-Antagoniste Antagoniste Antagoniste Anti-RsbU Facteur Anti Anti-sigma Anti-sigma réponse à un stress 

Figure 17: Modèle de régulation du facteur sigma de stress: aB chez B. subtilis. 

(A) olléron aB comportant 8 gènes différents et deux promoteurs a A et aB dépendants. 

(B) mécanismes de régulation de aB (d'après Hughes and Mathee, 1998). 

RsbU constitue le lien entre les deux modules. Le premier module est nécessaire lors 

des réponses à un stress environnemental (sel, température, éthanol. .. ), le deuxième pour la 

réponse à un stress énergétique (phase stationnaire, carence en carbone, phosphate ou 

présence d'oxygène) (Alper et al., 1994; Hughes and Mathee, 1998; Kang et al., 1996; Vôlker 

et al., 1995a). 

Un régulateur supplémentaire viendrait s'ajouter à ce couplage de deux modules de 

type 'partner-switching': RsbR qui serait un régulateur positif modulant le niveau de RsbS 

non phosphorylée, forme qui est un antagoniste négatif du module amont (Akbar et al., 1997). 

,/ RsbW: RsbW est un facteur anti-sigma qui forme un complexe mutuellement 

exclusif avec aB et RsbV (Dufour and Haldenwang, 1994). La fixation de RsbW à aB 

séquestre ce facteur et empêche son activité (Benson and Haldenwang, 1993a). La formation 
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d'un complexe entre RsbV et RsbW libère cl' et pennet l'activation des gènes cI'-dépendants. 

RsbW est une protéine kinase ATP-dépendante capable de phosphoryler RsbV. La fonne 

phosphorylée de RsbV ne pouvant se lier à RsbW, cette phosphorylation constitue un élément 

de régulation supplémentaire. Elle nécessite de fones concentrations en ATP (plusieurs 

centaines de micromolaires). 

tI RsbU et RsbX : RsbU et RsbX influencent la préférence de fixation de RsbW: 

RsbU (ou un processus RsbU-dépendant) pennet de stimuler la flXation de RsbV à RsbW. 

Lors de la phase exponentielle, l'activation RsbU-dépendante de ~ est normalement 

empêchée par l'action de RsbT (Volker et al., 1995a). 

aB serait donc activé par différents stimuli via deux voies se recoupant 

partiellement (Hughes and Mathee, 1998)(Figure 17): 

.... une voie RsbU-indépendante: l'activation de ~ est la conséquence d'une 

diminution de la concentration en ATP intracellulaire (entrée en phase stationnaire dans un 

milieu riche, carence en glucose, en phosphate ... ). RsbV, dont le pool est globalement moins 

phosphorylé, Conne un complexe avec RsbW qui libère ~ et pennet son activité . 

.... une voie RsbU-dépendante : en réponse à des stress environnementaux (tels que 

stress thermique, osmotique ou éthanol) (Akbar et al., 1997; Benson and Haldenwang, 

1993b). Il a été montré récemment qu'une GTPase (ObgGTPase) pourrait être impliquée dans 

la régulation de cette voie (Scott and Haldenwang, 1999). 

1V.2.1.2.3. Gènes contrôlés par 0": régulon 0". 

Bien que des progrès aient été réalisés pour élucider les mécanismes de régulation de 

l'expression du régulon aB, la fonction des produits des gènes aB-dépendants demeure pour la 

plupart inconnue. Certains gènes aB-dépendants analysés (etc, gsiB, csbA, gspA) ne semblent 

pas indispensables au moins pour la croissance végétative (Antelmann et al., 1995; Boylan et 

al., 1991; Truitt et al., 1985). Il a été montré que, bien que ri' ne soit pas essentiel pour la 

croissance de Bad l/us subtjJis, un contrôle de son activité est nécessaire à une croissance 

optimale (Benson and Haldenwang, 1992; Boylan et al., 1992, Igo et al., 1987). 

Récemment, l'étude des conséquences d'une mutation sigB a révélé que l'expression 

du régulon ~ confère à B. subtilis une résistance à de multiples stress (stress osmotique, 

acide, thermique, éthanol, ... ) (Volker et al. , 1999) 

Par ailleurs, de nouveaux membres du régulon ~ ont été identifiés, portant à plus 

d 'une centaine les gènes sous contrôle de c!. Certains sont impliqués dans la résistance à 

plusieurs drogues, à un stress oxydalif, dans la maintenance du potentiel rédox en condition 
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de stress, dans le transport des ions potassium (Antelmann et al., 1997; Akbar et al., 1999; 

Bernhardt et al., 1997; Petersohn et a/., 1999) ce qui élargit encore la garrune des branches 

physiologiques régu lées par dl, connue à ce jour. 

IV.2.1.3. Protéines de stress de classe III. 

Deux observations au moins suggèrent l'existence de cette troisième classe de 

gènes: une délétion du gène sigB n'affecte pas l'induction de quelques protéines par la 

chaleur ou d'autres stress. Par ailleurs, les gènes de certaines OSP sont précédés par un 

promoteur potentiel, caractéristique du facteur ~ végétatif, et ne cont iennent pas d'élément 

CIRCE. 

Les gènes appartenant à cette classe codent des protéases ATP~dépendantes (ClpP, 

ClpC, Lon et FtsH) (Deuerling et al., 1995; Krüger et al., 1994; Riethdorf et al., 1994; Volker 

et al., 1992). 

Certains gènes de cette classe (c1pC, c1pP) pourraient présenter une régulation plus 

complexe puisqu 'un deuxième promoteur dl ~dépendant a été mis en évidence (Hecker and 

Volker, 1998). 

IY.2.2. Induction de protéines de stress chez les clostridia 

Chez les clostridia, seules quelques études sur la bactérie C. acetobutylicum ont été 

réalisées (Bahl, 1993; Bahl et al., 1995; Pich et al. , 1990; Rungeling et al., 1999; Terraciano 

et al., 1988). La réponse à un choc thennique de C. acetobutyUcum serait similaire à celle 

d'E. coli mais la régulation de l'induction serait différente. 

Trois opérons ont été mis en évidence (Pich et al., 1990): 

* Opéron dnaK comportant quatre gènes ariA, grpE, dnaK et dnaJ. ariA coderait une 

nouvelle HSP dont la fonction pourrait être similaire à HrcA de B. subtilis (Narberhaus and 

Bahl, 1992; Rungeling et al., 1999) . 

• Opéron groESL (Narberhaus and Bahl, 1992), comprenant les gènes GroEL et 

GroES. 

* Opéron monocistronique hsp/8. 

Aucun facteur 0' alternatif n'a pour l'heure été mis en évidence chez 

C. acetobutylicum. 

Les opérons dnaK et groESL sont précédés par une séquence inversée similaire à 

l' élément CIRCE mis en évidence chez B. subtjfjs. 
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Par ailleurs, les conditions responsables du changement métabolique chez 

C. acetobutylicum (déclenchement de la solvantogénèse) conduisent également à une réponse 

de choc thermique (Pich et al. , 1990; Terraciano et al. , 1988). Le lien entre ces deux 

processus reste à être élucidé. Cependant, puisque les facteurs nécessaires à l' initiation de la 

formation de solvants chez C. acetobutylicum (c'est à dire pH faible, faible vitesse de 

croissance et excès de glucides) (Bahl and Gottschalk, 1984), pourraient placer cette bactérie 

dans une situation de stress, il n'apparaît pas aberrant qu'une réponse de stress puisse être 

impliquée dans ce' shift' métabolique (Bahl, 1993) (Figure 18). 

Une protéine présentant une forte homologie avec une protéine fer-soufre, la 

rubrédoxine mais de taille supérieure (21 kDa contre 6 kDa) pourrait avoir également un rôle 

régulateur. Elle est induite précocement avant les autres Hsp (Bahl et al., 1995). 

Signaux 
extracellulaires : 

~ pH 
~ Chaleur 
~ Limitation du 

phosphate 

........ Signaux ........ Expression 
~ intracellulaires""" des gènes 

Figure 18: Représentation schématique du réseau de régulations pouvant s'exercer chez 

C acetobutylicum (d'après Bahl, 1993). 

IY.2.3 . Sporulation. 

Le processus de sporulation de B. subtilis a fait et continue de faire l'objet de 

nombreuses études. Sur la base d 'études morphologiques, le mécanisme de sporulation 

proposé pour les clostridia semble être le même que celui de Bacillus subtilis (Roper et al., 

1977). Par ailleurs, plusieurs gènes homologues à ceux de Bacillus subtilis ont été mis en 

évidence chez certains clostridia: gènes homologues à spoDA et à ceux codant les facteurs 

sigma E, F et G (Sauer et al., 1995; Sauer et al. , 1994; Wong et al., 1995) et profil 

d'expression de facteurs sigma similaires à B. subtilis (Santangelo et al., 1998). 
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IV.2.3.1 . Déroulemenl de la sporulation. 

IV.2.3. 1.1. Les différentes étapes du processus de sporulation. 

Le processus de sporulation de B. subtilis dure de 5 à 8 heures et comprend plusieurs 

étapes (Errington, 1993; Losick, 1986) (Figure 19): 

V Au stade 1, un filament axial, composé des deux chromosomes, se forme et des enzymes 

extracellulaires sont synthétisées. 

V Au stade 2, on assiste à une septation par invagination de la membrane cytoplasmique 

entraînant, au stade 3, la formation de la préspore. 

V Au stade 4, une couche de peptidoglycane est déposée entre les deux membranes entourant 

la préspore (fonnation du cortex). 

v Au stade 5, des protéines structurales, appelées tuniques. sont déposées autour de la 

préspore. 

V Aux stades 6 et 7. on assiste à une maturation de la préspore avec acquisition définitive des 

résistances. Celle-ci s'accompagne d' une absorption massive d'jans calcium et de la synthèse 

d' une grande quantité d'acide dipicolin ique. 

La cellule mère est alors lysée et la spore libérée. 
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Figure 19: Les différentes étapes du processus de sporulation chez B. subtilis (d'après 

Singleton, 1999). 

IV.2.3.1.2. Facteurs sigma intervenant dans la sporulation. 

La régulation de l'expression des gènes lors de la sporulation a lieu essentiellement 

au niveau transcriptionnel par la production de facteurs sigma secondaires. Ces facteurs sigma 

se combinent à l'ARN polymérase pour changer sa spécificité de fixation sur un promoteur 

(Tableau V). 
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Tableau V: Les différents facteurs sigma de Bacillus subtilis (d'après Haldenwang, 

1995). 

A. Facteurs cr de phase végétative: 

Désignation du facteur sigma Gène Fonction 

~ (cr43
, d 5

) 

c? (cr27
) 

crC (~2) 

~ (cr28
) 

sigA (rpoD) 

sigB 

sig C (rpoH) 

sigD (jlaB) 

sigH (spoOH) 

sigL 

Gènes d'entretien, sporulation précoce 

Réponse générale aux stress 

Expression des gènes en phase stationnaire 

Expression des gènes de chimiotaxie, flagellaires et 

d'autolysines 

Expression des gènes en phase stationnaire: gènes de 

compétence et gènes précoces de sporulation 

Expression des gènes codant des enzymes de 

dégradation 

B. Facteurs cr spécifiques de la sporulation: 

Désignation du facteur sigma Gène Fonction 
" '~"(d~" """"""""""" ''''' ' ' '''' ' ''''''' ''' ' ' ''················· .. ··········· ·~ïgE··(;p·;ÏÏGB)·· ··· ·· · ·· ······ · ······E~p~~~·~i~~··d~~··gè~~·s··p~&;oë·~s··(ï~·ï~········ · 

sigF (spoIIAC) 

sigG (spoIIIG) 

cellule mère 

Expression des gènes précoces de la 

préspore 

Expression des gènes tardifs de la 

préspore 

sigK (spoIVCB-spol/lC) Expression des gènes tardifs de la cellule 

mère 

Le processus de différenciation est assuré par 5 facteurs sigma différents: cf (gène 

spoOH), crF (gène spoIIAC ou sigF), crE (gène spoIIGB ou sigE), crG (gène spoIIIG ou sigG) 

et ~ (gène sigK). 

Les trois premiers interviennent au niveau des stades précoces et les deux derniers 

aux stades tardifs de la sporulation (Haldenwang, 1995) (Figure 20). 
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Phase végétative 

fi 

Début de sporulation 
(Stades 1-3) 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

Fin de sporulation 
(Stades 4-7) 

crE I! LlIl ====:fe:~~\'.>o P ro-crK 1"1Z==~>._crK 

spoOA Cellule mère 

crF III li!!I PWW2§&* @M??!z1?>lI!''' 
1 
1 
1 
1 
1 

e Spore 

Figure 20: Cascade de facteurs sigma intervenant lors de la sporulation de B. subtilis. 

v dl, actif au stade 1, permet, par un système de phosphorelais, d'activer SpoOA qui 

contrôle les protéines AbrB, Hpr et Sin qui sont, elles-même, des régulateurs de l'expression 

des gènes de la phase stationnaire. 

V Lors de la septation, d' devient actif dans la préspore par levée de la répression exercée par 

SpoIIAB (dont la synthèse est, elle-même, réprimée par SpoIIAA contrôlée par dl). 

V Au stade 3, dl-, existant sous forme immature prodl-, subit une protéolyse qui le rend actif 

dans la cellule mère. De plus, la répression s'exerçant sur (Jo dans la préspore est levée (par le 

biais d'une protéine membranaire SpoIIIA). 

V Au stade 4, pro~ est maturé en ~. 

IV.2.3.1.3. Intégration de multiples signaux environnementaux via le système de 

phosphorelais. 

L'initiation de la sporulation chez B. subtilis est régulée par un phosphorelais, un 

système de transduction de signal complexe, aboutissant à la phosphorylation de SpoOA, 

protéine qui contrôle l'expression de gènes critiques du développement (Figure 21). 
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Figure 21: Représentation schématique de l'intégration de multiples signaux 

environnementaux via le système de phosphorelais chez Bacillus subtilis (d'après Perego 

and Hoch, 1996). 

La phosphorylation de SpoOA implique le transfert séquentiel d'un groupement 

phosphate par un système de phosphorelais faisant intervenir successivement les protéines 

SpoOF et SpoOB. 

SpoOF et SpoOA sont des protéines régulatrices de réponse ('response regulator 

proteins') appartenant à la famille des systèmes régulateurs à deux composants qui contrôlent 
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l'expression des gènes ou le comportement en réponse à des signaux environnementaux ou 

physiologiques (Albright et al., 1989; Bourret et al., 1991; Stock et al., 1989). Le 'sensor' du 

système à deux composants est une kinase à histidine qui s'autophosphoryle en réponse à un 

signal spécifique. Il existe différentes kinases servant de source de phosphate pour SpoOF, la 

plus connue étant KinA. 

Une large variété de signaux avec des effets positifs ou négatifs sur la sporulation 

peuvent être pris en compte en jouant sur la compétition entre kinases et phosphatases pour 

ajuster le niveau de phosphorylation de SpoOA (Perego, 1998; Perego et al., 1994). Chaque 

composant du phosphorelais peut servir à la fois comme cible d'une action régulatrice et 

porter une fonction enzymatique ce qui multiplie les potentialités de régulation (Figure 21): 

V' SpoOF est Je substrat des kinases A et B notamment et ttansfère son 

groupement phosphate à SpoOB mais est aussi le substrat des Rap phosphatases (A et B). Ces 

phosphatases vont êtte el1es~mêmes le sujet de régulations: 

... La transcription du gène rapA (gsiAA ou spoOL) est dépendante du 

système à double composant ComA-ComP, intervenant dans le phénomène de compétence 

(Mueller and Sonenshein, 1992) . 

... Le gène rapA appartient à un opéron qui compone un deuxième gène 

codant un régulateur de RapA: PhrA. Cette protéine, après clivage par une peptidase, est 

sécrétée sous fonne d'un peptide de 19 acides aminés. Ce polypeptide pourrait emprunter le 

système SpoOK de transport d'oligopeptides pour agir à l'intérieur de la cellule en tant que 

régulateur négatif de l'activité phosphatase (Perego, 1997; Perego et al., 1991; Perego and 

Hoch, 1996; Rudner et al., 1991). 

0/ SpoOB est une phosphotransférase (Tzeng et al., 1998; Zhou et al., 1997) 

qui est la cible d'une régulation par une GTPase (ObgGTPase) (Trach and Hoch, 1989; 

Vidwans et al., 1995). 

V' SpoOA est également la cible directe d'une phosphatase: SpoOE dont 

l'activité est probablement régulée par des signaux différents de ceux régulant les kinases 

(Oh1sen et al., 1994). 

IV.2.3.1.4. SpoOA-P et déclenchement de la sporulation. 

Dans une culture sporulante de B. subtilis, seule une sous-population produit des 

spores matures. Les cellules qui ne produisent pas de spores se révèlent incapables d'exprimer 

certains gènes précoces de sporulation activés directement par SpoOA-P (Chung et a/. , 1994). 
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Le déclenchement de la sporulation, correspondant à l'expression des gènes précoces 

de sporulation. serait uniquement dépendant de la quantité de SpoDA-P qui doit être 

supérieure à un seuil. Le taux critique de SpoDA-P est contrôlé par le phosphorelais en 

réponse à toutes les conditions nécessaires au déclenchement de la sporulation (Burbulys et 

al., 1991; Grossman, 1991; Ireton and Grossman, 1992; lreton et al., 1993). Le taux critique 

de SpoDA-P nécessaire au déclenchement de la sporulat ion n'est établi dans une fraction 

significative des cellules seulement lorsque de multiples signaux environnementaux sont 

réunis simultanément pour activer le phosphorelais. 

Il existe des boucles de rétro-régulation positive qui servent à maintenir et à amplifier 

les composants requis pour le déclenchement de la sporulation (Strauch, 1993): 

..... SpoDA-P active directement la transcription de spoOA (Strauch el al., 1992) et spoOF 

(Strauch, 1993; Yamashita et al., 1986). Dans les deux cas, l'augmentation d'expression 

nécessite également le facteur sigma codé par spoOH: cr" (Predich et al., 1992). De plus, la 

transcription de spoOH et de kinA est indirectement activée par SpoDA-P. En effet, en 

diminuant l'express ion de abr8, SpoDA-P lève la répression Abr-dépendante de l'expression 

de spoOH (Weir el al., 1991). L'augmentation de l'expression de spoOH conduit 

probablement à l'augmentation de la transcription de kinA. gène sous contrôle de aH (Predich 

et al., 1992) (Figure 22) . 

..... SpoOA et SpoDH sont nécessaires pour inhiber SinR, répresseur de la transcription de 

spoOA et de quelques gènes spoll (Mandic-Mulec et al., 1992). SinR est inhibée par la 

protéine Sin! (Bai et al., 1993) dont la transcription du gène est dépendante de SpoOA-P et 

de cr" (Gaur et al., 1988) (Figure 22). 
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Figure 22: Boucles de régulation positive et négative contrôlant la production et 

l'accumulation de SpoOA-P chez B. subti/js (d'après Grossman, 1995). 

La conséquence de l'augmentation d'expression de spoOF, spoDA, spoOH. kinA et 

sin! serait d'accroître encore plus la quantité de SpoOA- P. Ainsi, une fois atteint le seuil 

critique pour SpaOA- P, la boucle de rétrorégulation positive est activée et conduit à une 

amplification en cascade de SpaDA- P. Cela fournit à la cellule une quantité suffisante de 

SpoOA- P pour activer l'expression des gènes tels que spollA (sigF) et spollG (sigE) et 

assurer une expression suffisante de ces gènes jusqu'à ce que le stade suivant soit atteint. 

Il existe, par ailleurs, une boucle de régulation négative qui permet d'éviter une 

accumulation de SpoOA- P dans les cellules qui n'ont pas atteint le seuil nécessaire pour 

induire l'expression des gènes directement activés par SpoOA- P (Figure 22). Le régulateur 

clé est SpoOE, phosphatase de SpoOA- P (Ohlsen et 01. , 1994; Perego and Hoch, 1991). La 

transcription de spoOE est stimulée indirectement par SpoOA- P via AbrB. L'augmentation de 

la transcription des gènes réprimés par AbrB tels que spoOE nécessite un pool moins 

important de SpoOA- P et intervient plus tôt dans le développement que l'induction des gènes 

directement activés par SpoOA- P. 

IV.2. 3.1.5. Contrale de l'activité de cf. 

La réussite du processus de sporulation chez B. subtilis dépend de l'activation du 

premier facteur sigma spécifique de la sporulation: cl (Errington, 1993). 
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cl, ainsi que deux protéines régulatrices SpoIIAA et SpoIIAB, est synthétisé avant la 

septation asymétrique. Le facteur anti-sigma SpoIIAB maintient cl dans un complexe inactif 

(Duncan and Losick, 1993; Min et al., 1993) et le facteur anti-anti-sigma SpoIIAA sous forme 

inactive par phosphorylation de la protéine sur un résidu sérine spécifique (Diederich et al., 

1994; Magnin et al., 1996; Min et al., 1993; Najafi et al., 1995). Après la septation 

asymétrique, l'activation de cl dans la préspore est déclenchée par une phosphatase spécifique 

SpolIE qui catalyse la déphosphorylation de SpoIIAA-P (Duncan et al., 1995). Lorsqu'elle 

est déphosphorylée, SpolIAA permet le relargage de cl en séquestrant le facteur anti-a 

SpoIIAB (Arigoni et al., 1996; Duncan et al., 1995; Duncan et al., 1996; Feucht et al., 1996; 

Magnin et al., 1997; Najafi et al., 1997) (Figure 23). 

SpOIIAA ,···· .. :·:· ··· .. · .......... 1 SpolIAS 

~. Il 
m:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·:·····:····:·1 cr F _~ 

SpOIIE 

SpOIIAA-P 
spoIIIG D cr G 

gpr 

Figure 23: Représentation schématique des mécanismes de contrôle s'exerçant sur ~ 

chez B. subtilis. 

SpolIE est une protéine qui se fixe à la membrane, contenant dans sa partie N 

terminale des segments s'insérant dans le septum asymétrique séparant la préspore de la 

cellule-mère (Arigoni et al., 1995; Barak et al., 1996). L'activité phosphatase est portée par la 

région C terminale (Duncan et al., 1995). La fusion de SpolIE à la membrane permettrait 

d'assurer une orientation spécifique de la protéine et donc une activation de aF uniquement 

dans la préspore (Arigoni et al., 1995; Duncan et al., 1995; Lewis et al., 1998; Wu et al., 

1998). 
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L'activation de crF dans la préspore, juste après la septation asymétrique, n'induit pas 

seulement un programme spécifique d'expression de gènes dans la préspore mais conduit un 

signal intracellulaire à travers le septum permettant l'activation du premier facteur de 

transcription spécifique de la cellule-mère: cl (Stragier and Losick, 1996) (Figure 24). 

crF permet, par ailleurs, la transcription du gène codant crG (Sun et al., 1991) qui fait 

aUSSI l'objet d'une régulation négative. crO ne devient actif que plus tard au cours de la 

sporulation après invagination de la membrane pour former la préspore. La répression de (Jo 

serait également contrôlée par SpoIIAB (Kellner et al. , 1996). Son activation est dépendante 

de SpoIIIA mais le mécanisme d'action n'est pas élucidé (Karmazyn-Campelli et al., 1989) 

(Figure 24). 

", 

$poIIIA 

cellule mère préspore 

Figure 24: Rôle de (JF dans l'activation du facteur crE et des facteurs de sporulation 

tardifs oG et OK (Stragier and Losick, 1996). 

SpoIIGA : aspartyl protéase permettant l'activation par protéolyse de c/ (activée indirectement par cl' via le 
produit du gène slloIIR). 
L'activation III! rf1 requiert le produit du gène spoUlA, de même l'activntiOl' de 0" fiût intervenir le produit 
des gènes !i1101V F (A el B) via 1111 sigllul provenullt de /a préspore. 
rf1 el 0" autoréglllent leur prOf/action en transcrivant leur propre gène. 

IV.2.3.1.6. Contrôle de l'activité de d'. 

Trois niveaux de régulation de OK existent (Errington, 1993; Haldenwang, 1995): 
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... au niveau du gène: le gène sigK est crée par recombinaison sile spécifique entre 

spoIVCB et spoIllC faisant intervenir une recombinase codée par l'élément d'ADN (SKIN) 

délété lors du réarrangement) 

.... au niveau transcriptionnel par oE 

... au niveau de l'activité de oK: oK est synthétisé sous forme immature proaK. 

Corrune pour aE, la proséquence permet de séquestrer le facteur sigma au niveau de 

la membrane et d'empécher le facteur sigma de jouer son rôle. 

IV.2.3.2. Conditions physio logiques décle nchant la sporulation. 

Chez Bacillus subtilis, plusieurs conditions physio logiques affectant la sporulation 

ont été mises e n évidence. Des conditions externes, telles que carence nutritionnelle (dont le 

signal serait une chute de la concentration intracellulaire en GTP), densité cellulaire et 

présence de glucose, ou internes, telles que synthèse d'ADN, dégâts sur l'ADN oU activité du 

cycle de Krebs, affecteraient la sporulation de B. subtilis (Grossman, 1995). 

Contrairement à Bacillus subtilis, la sporulation chez les clostridia ne serait pas 

provoquée par une carence mais par un arrêt de croissance en présence d'un excès de carbone 

ou d'azote ou suite à une exposition à l'oxygène. Parmi les facteurs entraînant une diminution 

de la croissance chez la plupan des clostridia, figurent la composition nutritionnelle du milieu 

(c'est-à-dire une source de carbone moins facilement nlétabo lisable), une accumulation de 

produits du métabolisme et une diminution du pH (Sauer et al., 1995). 

Chez plusieurs espèces de clostridia, le déclenchement de la sporulation est assoc ié à 

une autolyse d 'une proportion importante des cellules. Les composants cellulaires relargués 

pourraient apporter le carbone et l'énergie qui semblent nécessaires tout au long du processus 

de sporulation (Hickey and Johnson, 1981). 

Il semble exister deux catégories de clostridia 'saccharolytiques' suivant que la 

répression catabolique s 'exerce ou non sur la sporulation (Woods and Jones, 1986). Chez 

Clostridium thennosaccharoJyticum, la sporulation est inhibée en présence d 'un excès de 

glucose (Hsu and Ordal. 1969). Cependant, le glucose pourrait servir de source de carbone et 

d 'énergie à condit ion d'être fourni en quantité limitée par la technique de culture en continu. 

Chez Clostridium butyricum, C. pasteurjanum et C. aceroburylicum, la sporulation ne semble 

pas soumise à la répression catabolique (Woods and Jones, 1986). 

Par ailleurs, plusieurs méthylxanthines augmentent la sporulation chez C. peifringens 

(Labbé and Noln, 1981; Sacks and Thompson, 1977). Ces substances provoqueraient une 

diminution du pool de GTP intracellulaire entraînant une sporulation comme chez B. subtiJis. 
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Enfm. un facteur de sporulation, rés istant à la chaleur et à un pH acide a également été décrit 

chez C. peifri/lge/ls (Shih and Labbé, 1996) comme pour B. subtilis (Gross man and Losick, 

1988; Wa1dburger et al., 1993) . 

V. Implication d'une protéine fer·soufre particulière, la rubrédoxine, dans 

le transport des électrons et la réponse au stress chez les bactéries. 

V.I. Protéines fer·soufre et rubrédoxine. 

Les protéines fer- soufre constituent une des classes de protéines impliquées dans les 

réactions de transfert d'élec trons nécessaires au bon fonctionnement d'une cellule. Elles 

regroupent des transporteurs d'électrons (ferrédoxines et rubrédoxines) et des enzymes 

possédant ou non d'autres groupements prosthétiques (Palmer and Reedijk, 199 1). 

D'après le comité de nomenclature de l'Union Internationale de Biochimie (Palmer 

and Reedijk, 1991 ), les rubrédoxines sont définies comme des protéines fer-soufre ne 

contenant pas de soufre inorganique et caractérisées par la présence d'un atome de fer lié, dans 

un arrangement tétraédrique, à 4 résidus cystéine de ]a chaîne polypeptidique. Une transition 

Fé+ / Fe2• accompagne le transfert d'électron, réalisé à un potentiel d'oxydoréduction allant de 

·60 à + 20 mV pour la rubrédoxine. 

V.2. La rubrédoxine: une protéine ' ubi quitaire'. 

La rubrédoxine a été découverte pour la première fois chez Clostridium 

pasteuriallum , comme contaminant rouge lors de la purificat ion de la ferrédoxine (Mortenson, 

1964). Elle a ensuite été isolée sous sa forme cristalline par Lovenberg et Sobel (Lovenberg 

and Sobel, 1965), qui ont montré qu'il s'agissait d'une protéine à fer non héminique qui 

pouvait . in vitro, se substituer à la ferrédoxine dans certaines réactions d'oxydoréduction. 

Des rubrédoxines ont ensuite été isolées d'un certain nombre de bactéries, incluant 

d'autres clostridia (Gérard et 01., 1999; Ragsda1e and Ljungdahl, 1984; Seki et 01., 1988; Yang 

et 01.,1980), des bactéries sulfato·réductrices (Bruschi, 1976a, b; Hatchikian, 1979; LeGall et 

al., 1998; Shimizu et al., 1989), des bactéries vertes photosynthétiques (Meyer et al., 1971 ; 

Steinmetz and Fischer, 198 1; Woodley and Meyer, 1987), d'autres bactéries anaérobies telles 

que Peprostreprococcus asaccharolyticus (Bachmayer et al., 1967), Megasphera elsdellii 

(Baehmayer et al., 1968), Buryribacterium methylotrophicum (Saeki et al., 1989a, b) et 

l'hyperthermophile Pyrococcus furiosus (Blake et al. , 1991). Toutes ces rubrédoxines ont une 

masse moléculaire voisine de 6 kDa. Deux rubrédoxines ont également été isolées de la 
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bactérie aérobie Pseudomonas o/eovorans (Benson el al., 1971 ; Peterson et al., 1968). Elles 

se distinguent par leur taille (15 et 19 kDa) et par la présence de deux atomes de fer. 

V.3. Structure de la rub r édoxine. 

V.3.1. Structure primaire de la rubrédoxine. 

Des résidus sont conservés dans toutes ces rubrédoxines. Il s'agit des 4 cystéines 

impliquées dans la liaison du fer (C6, C9, C39, C42, la numératalian étant celle de la 

rubrédoxine de C. pasteurianum), de 5 acides aminés aromatiques (YU, Y13, F30, W37, 

F49), d 'une praline (P40), de 2 glycines (010, 043), et d 'une lysine (K46). De plus, de 

nombreuses positions sont occupées par un même résidu dans la plupart de ces rubrédoxines 

et certaines positions sont occupées par des acides aminés de propriétés similaires: un acide 

aminé aromatique en position 4 (Y, F, oU W pour les rubrédoxines de bactéries thermophiles), 

un acide aminé hydrophobe pour les positions 8 et 33 (V, 1, L), el 44 (Vou A). Toutes les 

rubrédoxines, excepté celle de Pyroccocus furiosus. commencent par une méthionine, parfois 

formylée (Figure 25). 
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Cpe MKKFI CDVCGY IYDPAVGDPDNGVEPGTE FKD I PDDWVCPLCGVDKSQFSETE 
Clh MEKWQCTVCGY I YDPEVGDPTQNIPPGTKFEDLPDDWVCPDCGVGKDQFEKI 
CM MTKYVCTVCGYVYDPEVGDPDNN I NPGTS FQDI PEDWVCPLCGVGKDQFEEEA 
Dgi MDI YVCTVCGYEYDPAKGDPDSGIKPGTKFEDLPDDWACPVCGASKDAFEK 
DvM MKKYVCTVCGYEYDPAEGDPDNGVKPGTAFEDVPADWVCP I CGAPKSE FEP 
DvH MKKYVCTVCGYEYDPAEGDPDNGVKPGTS FDDLPADWVCPVCGAPKSEFEAA 
Dde MQKYVCNVCGYEYDPAEHDNVP FDQLPDDWCCPVCGVSKDQFS 
Pfu AKWVCKI CGY I YDEDAGDPDNGISPGTKFEELPDDWVCP I CGAPKSE FEKLED 
Bme MQKYVCDI CGYVYDPAVGDPDNGVAPGTAFADLPEDWVCPECGVSKDE FSPEA 
Mel MDKYECSI CGY I YDEAEGD DGNVAAGTKFADLPADWVCPTCGADKDAFVKMD 
Poe MQKFECTLCGY I YDPALVGPDTPDQDG AFEDVSENWVCPLCGAGKEDFEVYED 
Hmo MKKYGCLVCGYVYDPAKGDPDHGIAPGTAFEDLPADWVCPLCGVSKDE FEPL 
Chi MQKYVCSVCGYVYDPADGEPDDPIDPGTGFEDLPEDWVCPVCGVDKDL FEPES 
Cbu MEKYI CTVCGYI YDEAAGDPDNGVAPGTKFEDI PDDWVCPLCGVPKSDFEKEQ 

Figure 25: Alignement des séquences de rubrédoxine de différents micro-organismes. 

Les séquences de C. pasteurianum (Cpa), C. perf ringens (Cpe) • C. thermosaccharolyticum (Oh), 
C. sticklandii (Cst), Desulfovibrio gigas (Dgi), D. vulgaris souche Miyazaki (DvM) , D. vu/garis 
souche Hildenborough (DvH), D. desuljuricans (Dde), Pyrococcus furiosus (Pfu) , Butyribacterium 
methylotrophicum (Bme), Megasphera e/sdenii (Jvfef) , ont été répertoriées par Mathieu et al. (Mathieu 
et al. , 1992). Les séquences restantes: Peptococcus aerogenes (Pae), Heliobacillus mobilis (Brno), 
Chlorobium thiosulfatophilum (ChI) et C. butyricum DSM 5431 (Cbu), ont été décrites respectivement 
par Bachmeyer et al. (Bachmayer et al., 1968), Lee et al. (Lee et al., 1995), Woodley et Meyer 
(Woodleyand Meyer, 1987) et Gérard et al. (EMBL numéro d'accès no. Y l1 875). 

Les résidus conservés se situent au voisinage des cystéines liant le fer et dans le cœur 

hydrophobe de la protéine : 

./ Du coté N-terminal, on retrouve la séquence ar04-X-C6-X-ho-C9-GIO­

YII-Xa-Y13 où aro est un acide aminé aromatique et ho un acide aminé hydrophobe. Xa 

est une valine ou une isoleucine pour toutes les rubrédoxines sauf pour celles des 

désulfovibrios où cette position est occupée par un glutamate . 

./ Du coté C-terminal, on retrouve la séquence W37-X-C39-P40-X-C42-

G43-ho-X-K46. 

V.3.2. Structure tridimensionnelle de la rubrédoxine. 

Il ressort des structures obtenues par cristall isation de la rubrédoxine (Adman et al. , 

1991 ; Day el al., 1992; Frey el al., 1987; Watenpaugh el al. , 1980) que cette protéine est une 
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protéine de forme globulaire, formée de 6 brins antiparallèles ne présentant pas de régions 

étendues en feuillet P ou en hélice ct (Figure 26). Le fer est situé vers la surface de la 

molécule, enfermé entre deux boucles hydrophobes de la chaîne peptidique. Ces boucles 

correspondent aux segments 3-13 et 36-46 comportant chacun deux cystéines impliquées dans 

la liaison du fer. Une autre grande boucle, composée des résidus 15 à 27, forme une sorte de 

bras situé à l'opposé du centre fer-soufre. Le repliement de la chaîne peptidique amène à 

proximité 6 acides aminés aromatiques (dont 5 sont conservés chez toutes les rubrédoxines) et 

les chaînes aliphatiques des résidus V24, 133 et V44 (Figure 26). 

Figure 26: Structure tridimensionnelle de la rubrédoxine de Clostridium pasteurianum 

(tirée de la banque de données Protein Data Base, numéro d'accès 5RXN). 

Les flèches indiquent les brins antiparallèles de la rubrédoxine et l'atome de fer est représenté 

entre les deux boucles contenant les cystéine-ligands (sphère grise). 

Ce cœur hydrophobe contribue largement à la stabilisation de la molécule, en plus 

des liaisons hydrogènes impliquant les atomes de la chaîne principale, des chaînes latérales 

des acides aminés conservés et des molécules d'eau (Frey et al., 1987). 

V.4. Rôle de la rubrédoxine. 

La (les) fonction(s) physiologique(s) de la rubrédoxine demeure(nt) incertaine(s), 

particulièrement chez les clostridia. Un rôle a été proposé pour la rubrédoxine chez certaines 

bactéries. Chez Pseudomollas o/eovorans et Acinetobacter calcoaceticus, les rubrédoxines 

seraient impliquées dans )'hydroxylation des alcanes (Geissdorfer et al. , 1995~ Kok et al. , 

1 989~ Ueda et al. , 1972). La rubrédoxine de Desu/fovibrio gigas interviendrait quant à elle 

dans l'utili sation de l'oxygène (Chen el al. , 1993a, b; Gomes el al., 1997). 
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De plus, quelques fonctions ont été suggérées sans être confirmées par la suite. Ainsi, 

la rubrédoxine de Clostridium perfringens pourrait participer à la réduction des nitrates (Seki 

et al., 1988). Celle de Clostridium thermoaceticum pourrait servir d'accepteur d'électrons de 

la monoxyde de carbone (CO) déshydrogénase (Ragsda1e et al., 1983). 

Le potentiel d'oxydoréduction relativement élevé des rubrédoxines (~60 à +20 mV) 

rend peu probable le fait que cette protéine prenne part au métabolisme central des bactéries 

anaérobies qui requièrent des électrons à un potentiel beaucoup plus bas (-400 à -200 mV). 

Des expériences in vitro ont toutefois montré que la rubrédoxine pouvait se substituer à la 

ferrédoxine dans certaines réactions chez C. pasteurianum (Lovenberg and Sobel, 1965). 

Cependant, ce remplacement n'a sans doute pas lieu in vivo, même en cas de déficience en 

ferrédoxine (carence en fer par exemple) car la flavodoxine remplit alors ce rôle (Knight and 

Hardy, 1966). 

De nombreuses protéines fer-soufre sont déstabilisées par exposition à des oxydants, 

cette sensibilité peut pennettre à certaines de ces protéines, telles que la protéine FNR chez 

E. coli, de servir de détecteur de la présence d'oxygène ('oxygen sensor') (Rouault and 

Klausner, 1996). Par ailleurs, certaines protéines fer-soufre pourraient protèger les cellules 

face à un stress oxydatif, comme par exemple la désulfoferrodoxine (Pianzzola et al., 1996) 

ou la rubrérythrine (Lumppio et al., 1997). Le gène de la rubrérythrine est co-transcrit avec le 

gène de la rubrédoxine chez D. vulgaris ce qui suggère que la rubrédoxine pourrait être un 

partenaire redox de la rubrérytlrrine (Lumppio et al., 1997). 

Par ailleurs, chez C. acetobutylicum, la teneur en rubrédoxine est plus élevée lorsque 

le pH diminue (Marczak et al., 1985) et une protéine de 21 kDa (HSP 21), possédant une 

similarité avec la rubrédoxine, est induite précocement lors d'un choc thermique. Cette 

dernière pourrait être un régulateur de la réponse à un choc thermique chez cette bactérie 

(Bah1 et al., 1995). 

Ainsi, différents rôles, notamment dans la protection face à un stress thermique ou 

oxydatif, sont proposés pour la rubrédoxine chez les bactéries anaérobies mais aucun n'a pour 

l'heure était démontré. 

VI. Approche du travail. 

L'hydrolyse de la cellulose par les bactéries anérobies constitue l'étape limitante du 

processus de biométhanisation des déchets solides municipaux. 
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L'optimisation de ce procédé ne peut donc se concevoir sans une connaissance 

approfondie de la cellulolyse et des micro-organismes impliqués dans ce processus, parmi 

lesquels les bactéries cellulolytiques. 

Nous avons donc entrepris d'analyser le métabolisme d'un de ces micro-organismes 

cellulolytiques, Clostridium cellulolyticum. Pour cela, nous avons mis en œuvre des cultures 

en chemostat puisque cette technique est un outil de choix pour l'analyse des régulations 

métaboliques bactériennes. 

Ces cultures ont dévoilé un facteur important de limitation de la croissance de cette 

bactérie, ce qui nous a conduit par la suite à Ci) essayer de lever ce blocage métabolique en 

utilisant un autre milieu de culture, Cii) décortiquer le processus d'inhibition en étudiant sa 

cinétique d'apparition et en le recréant artificiellement. 

Dans le modèle de colonisation proposé pour C. cellu/o/yticum, l'hydro lyse totale ou 

la saturation des sites du substrat insoluble de cette bactérie conduit au relargage de celle-ci 

dans le milieu environnant. Les bactéries se retrouvent alors en compétition avec d'autres 

bactéries pour l'utilisation des substrats notamment carbonés. 

L'une des voies permettant à la bactérie de se soustraire à cette situation de stress 

carboné est la sporulation. Nous avons donc entrepris d'analyser les conditions requises pour 

ce processus de différenciation, d'importance stratégique pour la survie de la bactérie mais qui 

est très mal connu. 

B. subtilis, modèle pour les bactéries Gram + sporulées, peut survivre même lorsque 

les conditions requises pour une sporula tian efficace ne sont pas réunies grâce à l'acquisition 

d'un phénotype de résistance qui fait intervenir des protéines de stress. Nous avons recherché 

l'existence de tels systèmes chez C. ce//u/olyticum en étudiant la réponse à différents stress de 

cette bactérie. 

Enftn, nous avons testé l'hypothèse de l'implication d'une protéine fer-soufre 

paniculière, la rubrédoxine, dans la réponse au stress de cette bactérie en analysant le gène 

correspondant, son transcrit et les variations de la teneur cellulaire en rubrédoxine. 
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CHAPITRE 2. ETUDE DU CATABOLISME DU CELLOBIOSE PAR 

CLOSTRIDIUM CELLULOLYTICUM CULTIVE SUR MILIEU 

COMPLEXE EN CULTURE CONTINUE. 

I. Introd uction. 

Clostridium cellulolyticum ATCC 35319 est une bactérie cellulolyt ique mésophile, 

isolée d'herbe en décomposition (Petitdemange et al., 1984). Comme d'autres bactéries 

cellulolytiques (Leschine and Canale·Parola, 1983; Strohel, 1995; Thurston et 01., 1993), cette 

bactérie ne catabolise que de faibles quantités de substrat à cause d'une inhibition précoce de 

son métabolisme et de sa croissance (Cailliez et al., 1992; Giallo et a/., 1983). Une valeur 

moyenne de 250 mg de cellules par litre est obtenue pour des cultures réalisées avec une 

concentration de cellobiose de 2 gIl par opposition à une production de 3 à 6 g!1 pour d'autres 

clostridia qui peuvent consommer jusqu'à 30 à 100 g/l de substrat carboné (Abbad-Andaloussi 

et al., 1995; Vasconcelos et al., 1994). 

Cette inhibition de croissance n'est pas due à une quelconque carence en un élément 

nutritif ou à une inhibition par les produits terminaux (Giallo et a/. , 1983). 11 s'est avéré 

nécessaire d'identifier les facteurs responsables de cette inhibition précoce afin de pouvoir, 

par la suite, lever cette inhibition pour optimiser la croissance de cette bactérie. 

L'outil de choix pour étudier les régulations métaboliques d'une bactérie est la culture 

continue. Cette technique permet de cultiver les cellules à une vitesse de croissance donnée, 

dans des conditions de culture constantes. L'apport des nutriments et l'élimination des déchets 

sont réalisés de façon continue et certains paramètres physiques peuvent être contrôlés (pH, 

température, oxygénation, ... ). Par ailleurs, cette technique permet l'étude de la croissance 

bactérienne à des concentrations en nutriments très faibles, proches de celles présentes dans 

un environnement naturel. Cette méthode de culture a été utilisée pour déterminer les 

caractéristiques du catabolisme du cellobiose par C. ce/lu/o/yticum cultivé sur milieu 

complexe, puisque ce substrat est le produit majeur de la dégradation de la cellulose 

notamment chez C. thermocellum (Ng and Zeikus, 1982; Strobel, 1995). 

II. Résultats. 

Les résultats de cette étude du catabolisme du cellobiose par C. ce/lulolyticum sur 

milieu complexe sont présentés dans l'article intitulé: ' Metabolism of cellobiose by 
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Clostridium cellulolyticum growing in continuous culture: evidence for decreased NADH 

reoxidation as a factor limiting growth' (Microbiology). 
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Ill. Conclusion. 

Cette étude a permis de dresser un schéma détaillé des régulations métaboliques 

mises en œuvre par C. cellulolyticum cultivé sur milieu complexe avec du cellobiose comme 

source de carbone. 

L'acétate est le produit majeur du catabolisme du cellobiose par C. ceJ/ulolyticum. Sa 

vitesse de fonnation augmente avec le flux carboné, conduisant à une production importante 

d'ATP et à un défaut de régénération du NADH. La production de composés plus réduits, tels 

que éthanol ou lactate, est insuffisante pour compenser cette régénération. Sur milieu 

complexe, C. cellulolyticum n'est donc pas capable d'induire de changements métaboliques 

propices à la régénération du NADH, tels qu'une induction de la formation de lactate ou 

d'éthanol, corrune cela a été montré chez d'autres c10stridia tel que C. acetobutylicum (Girbal 

et al., 1995a). 

Une autre de voie de régénération du NADH chez les c10stridia met en jeu le système 

NADH-fd-réductase/hydrogénase, qui catalyse le transfert d'électrons du NADH à un 

transporteur, la ferrédox.ine puis à des protons pour fonner de l'hydrogène. Cependant, cette 

réaction est défavorable sur le plan thermodynamique (Jungerrnann et al., 1973) et un 

transfert interspécifique d'hydrogéne est nécessaire pour que celte réaction soit efficace 

(Morvan et al., 1996; Wolin and Miller, 1988). 

La faible vitesse de réoxydation du NADH conduit à une accumulation intracellulaire 

de ce nucléotide réduit (augmentation de 12 fois de la teneur des cellules en NADH), 

responsable de la limitation de croissance de celte bactérie. Une accumulation de NADH a été 

observée chez d'autres clostridia, en particulier chez C. acetohutylicum (Girbal et al., 1995a) 

et C. butyricum (Abbad-Andaloussi et al., 1996). Par ailleurs, nous avons mis en évidence 

qu'un rapport NADH/NAD+ élevé conduisait, in vitro, à une inhibition de l'activité GAPDH, 

ce qui suggère qu'une limitation du flux de carbone peut intervenir à ce niveau comme cela a 

été décrit chez d'autres clostridia (Girbal el al., 1995a; Girbal and Soucaille, 1994; Lovitt et 

al., 1988). L'existence d'une forte activité GAPDH, mesurée in vitro. pennettrait de 

compenser cette inhibition et d'assurer un flux de carbone maximal de 0,680 mmol de 

cellobiose par g de cellules et par heure sur milieu complexe. 

Ces résultats démontrent que le catabolisme de C. cellulolyticum est adapté à de 

faibles flux de carbone, en accord avec ce que cette bactérie doit rencontrer dans son 
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écosystème naturel. En effet, il a été montré précédemment que la croissance de 

C. cellulolyticum a lieu lorsque les cellules adhèrent à la cellulose (Gelhaye, 1993; Gelhaye et 

al., 1993a, b). Or la cellulose est recouverte d'autres polymères, xylane et lignine en 

particulier, qui limitent la cellulolyse et donc l'apport en éléments carbonés. Par ailleurs, dans 

la nature, l'hydrogène produit par les bactéries cellulolytiques est utilisé par d'autres bactéries, 

en particulier les méthanogènes (Morvan et al., 1996; Wolin and Miller, 1988), ce qui est 

favorable au fonctionnement du système NADH-fd-réductase-hydrogénase. 

Enftn, les activités enzymatiques impliquées dans le catabolisme du carbone chez 

C. ce//u/o/yticum (en particulier GAPDH, activité phosphoroclastique et acétate kinase), 

mesurées in vitro, sont particulièrement élevées, compte-tenu des flux de carbone observés 

chez cette bactérie. Elles pourraient pennettre à C. ce/luJolyticum d'entrer en compétition de 

façon efficace avec les autres bactéries non cellulolytiques de son écosystème, vis-à-vis de 

l'utilisation des substrats carbonés solubles. 
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CHAPITRE 3. APPORT D'UN MILIEU SYNTHETIQUE CONCERNANT 

LES FLUX DE CARBONE ET D'ELECTRONS CHEZ 

C. CELLULOLYTlCUM CULTIVE EN CUL TURE CONTINUE. 

1. Introduction. 

Nous avons montré précédemment (payot et al., 1998) que le flu x de carbone est 

limité, lorsque C. ce//ulolyticum est cultivé sur milieu complexe, par une vitesse lente de 

réoxydation du NADH, conduisant à une accumulation de ce nucléotide réduit. 

Par ailleurs, l'analyse du métabolisme de bactéries cultivées sur milieu complexe est 

rendue diffic ile par l'utilisation de multiples composés présents dans ce milieu. 

Enfln, de nombreux écosystèmes naturels sont oligo trophes (Koch, 1997) et les 

bactéries de cet écosystème ne rencontrent donc pas une telle abondance nutritionnelle. 

Sur la base de ces considérations, une émde du catabolisme du cellobiose de 

C. ce/lu/olyticum, cultivé en chemostat dans des conditions de limitation en carbone, a été 

réalisée en utilisant un milieu synthétique. Ce milieu, de composition définie, ne comporte pas 

d'extrait de levure, remplacé par une solution d'o ligoéléments et des vitamines. 

II. Résultats. 

Les résultats de ces travaux sont présentés dans l'article intitulé: 'Carbon and electron 

flow in Clostridium ceJ/ulolyticum grown in chemostat culture on synthetic medium.' (Journal 

of Bacteriology). 
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Previous results indicated poor sugar consumption and early inhibition of metabolism and growth when 
C/ostridium ce//u/o/yticum was cultured on medium containing cellobiose and yeast extract. Changing from 
complex medium to a synthetic medium had a strong effect on (i) the specific cellobiose consumption, which 
was increased threefold; and (ii) the electron flow, since the NADH/NAD+ ratios ranged from 0.29 to 2.08 on 
synthetic medium whereas ratios as high as 42 to 57 on complex medium were observed. These data indicate 
a beUer control of the carbon flow on minerai salts medium than on complex medium. By continuous culture, 
it was shown that the electron flow from glycolysis was balanced by the production of hydrogen gas, ethanol, 
and lactate. At low levels of carbon flow, pyruvate was preferentially c1eaved to acetate and ethanol, enabling 
the bacteria to maximize ATP formation. A high catabolic rate led to pyruvate overflow and to increased 
cthanol and I:lctatc production. In vitro, glyceraldchydc-3-phosphate dehydrogenase. lactate dehydrogemlsc. 
and ethanol dehydrogenase levels were higher under conditions giving higher in vivo specifie production rates. 
Redox balance is essentially maintained by NADH-ferredoxin reductase-hydrogenase at low levels of carbon 
flow and by ethanol dehydrogenase and lactate dehydrogenase at high levels of carbon flow. The same 
maximum growth rate (0.150 h- I

) was found in both minerai salts and complex media, proving that the uptake 
of nutrients or the generation of biosynthetic precursors occurred faster than their utilization. On synthetic 
medium, cellobiose carbon was converted into cell mass and catabolized tO produce ATP, while on complex 
medium, it served mainly as an energy supply and, if present in excess, led to an accumulation of intracellular 
metabolites as demonstrated for NADH. Cells grown on synthetic medium and at high levels of carbon flow 
were able to induce regulatory responses such as the production of ethanol and lactate dehydrogenase. 

Cellulolytic clostridia are of cardinal importance in anaero­
bic environments rich in plant material (4, 23, 42). For many 
years, the cellulase complex of cellulolytic clostridia and genes 
encoding cellulases have heen the subjects of considerahle 
research, which has led to the cellulosome concept (1-3, 12). 
The cellulosomes found at the surface of the cells, where they 
form protuberances, are responsible for the specific adherence 
of numerous cellulolytic clostridia to cellulose. They contain a 
multiplicity of enzyme components showing a marked syner­
gism against cellulosic compounds. Thus, enzymes involved in 
degradation of cellulose and hemicellulose have been weil 
characterized, while few studies have focused on the carbon 
metabolic pathway. Poor sugar consumption and an early in­
hibition of metabolism and growth have been documented (7, 
10, 15, 18, 19, 27, 37, 38), and Clostridium cellulo/yticum, a 
mesophilic cellulolytic bacterium isolated from compost (35), 
shows this behavior. Using yeast extract, Casamino Acids, and 
vitamin supplements, Giallo et al. (15) tried to improve C. 
cellulolyticum growth, but without success; nevertheless, com­
plex media were used systematically for the cultivation of this 
organism (4, 7, 13-16,34). However, the complex metabolism 
associated with the use of the numerous compounds included 
in the rich media is su ch that analyses of metabolism and 
energy use are difficult to undertake. Moreover, many natural 
ecosystems are oligotrophic and rarely contain ail nutrients in 
high quantity (22). In light of these considerations, during this 
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investigation a synthetic medium was used to study the behav­
ior of C. cellulolyticum under conditions of nutrient limitation. 
To permit identification of regulatory responses occasioned hy 
low nutrient concentrations, studies were conducted in chemo­
stats, which can maintain low steady-state nutrient concentra­
tions, using cellobiose as the carbon source, since this disac­
charide is the major end product of the cellulose degradation 
process (32, 39). 

MATERIALS AND METHODS 

Chemicals. Ali chemicals were of highest-purity analytieal grade. Unless indi· 
cated otherwise, commercial reagents. enzymes, a nd coenzymcs wcre supplied by 
Sigma Chemical Co., St. Louis. Mo. Ali gases used were purchased from Air 
Liquide, Paris, France. 

Organism and medium. The bacterium used in this study, C. cellll/O!wiclIIll 
ATCC 35319. was originally isolatcd hy Petittlemange ct al. from t1ccayed grass 
(35) . Stock cultures of C. cellll/o/ylimlll wcrc maintained on cellulosc and wcrc 
grown for onc transfer in ccllobiosc bcfore init ia tion of growth cxperiments. The 
a nacrobic cu lture techniquc useu was that proposcd by Hungate (20) as m()(.lir,cd 
by Bryant (6). 

The defined medium used in ail experiments was a modification of the CM3 
medium described by Weimer and Zeikus (44), in which 5 g of yeast extract per 
liter is replaced by oligoelement and vitam in solutions. The composition was (in 
grams liter - 1 unless otherwise indicated) : KH2PO., 1.40: K,HPO.· 3H 20, 2.90: 
(NH.hSO., 1.00; MgCI2 • 6H20, 0.10; CaCl,. 0.02; FeSO •. 7H,O, 9.15% (wtl 
vol) in 50 mM H2SO., 25 ,...1; oligoelement solution, 1.0 ml ; vitam in solulion. 1 () 
ml; Na2S, 0.50; and resazurin at 0.2% (wt/vol), 0.5 ml. In addition, a constant 
limited cellobiose concentration (5.84 mM) was added to the feed medium. 

The oligoelement solution contained (in grams Iiter - 1 unless otherwise indi· 
cated): FeSO.· 7H20, 5.00; ZnS04· 7H20. 1.44; MnSO.· 7H20, 1.12; CuSO.· 
5H20, 0.25; Na2B.O" 0.20; (Mo),(NH.).02' . 4H,O, 1.00; NiCl2, 0.04; CoCl,. 
0.02; HB03, 0.03; Na2Se03' 0.02; HCI (10 M), 50.0 ml. 

The composition of the vitamin solution was (in milligrams per 100 ml of 
distilled water): d-biotin, 10; para-aminobenzoic acid, 25; nicotinic acid. 15: 
riboftavin, 25; pantothenic acid, 25; thiamine, 25; and cyanocobalamin, 10. The 
vitamin in solution was sterilized by filtration through a 0.2·,...m·pore-size filter. 
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III. Conclusion. 

Les résultats de cette étude démontrent que la culture de C. cellulolyticum sur milieu 

synthétique permet: 

./ d'augmenter la vitesse de consorrunation du cellobiose puisque la valeur maximale 

obtenue sur milieu synthétique atteint 1,98 rnmol de cellobiose consommé par g de cellules et 

par heure contre 0,68 rrunol de cellobiose consommé par g de cellules et par heure sur milieu 

complexe . 

./' d'augmenter le taux de dilution pouvant être atteint sans less ivage du réacteur 

(0,138 h-! par opposition à 0,120 h-! sur milieu complexel_ 

./ de diminuer le rapport NADH/NAD' (0,29 à 2,08 contre 42 à 57 sur milieu 

complexe). 

Ces résultats indiquent que, sur milieu synthétique, C. cellulolyticum est capable de 

mettre en place des régulations qui n'étaient pas mises en œuvre sur milieu complexe. 

En effet, sur milieu synthétique. des changements peuvent intervenir concernant la 

répartition entre les différents produits terminaux: 

./ à de faibles taux de dilution , dans des conditions de limitation du flux de 

cellobiose et de synthèse d'ATP, le pyruvate conduit préférentiellement à la fonnation 

d'acétate et d'éthanol. Cela permet à la bactérie d'optimiser sa synthèse d'ATP. Dans ces 

conditions, le maintien de l'équilibre redox est assuré par l'activité NADH-fd-réductase, 

comme en témoigne le rapport H:zIC0 2 supérieur à 1. 

./ L'augmentation du taux de dilution conduit à une production de lactate accrue 

lorsque la vitesse de consommation de cellobiose atteint 1,34 mmoI de cellobiose par g de 

cellules e t par heure (valeur supérieure à la vitesse de consommation de cellobiose maximale 

atteinte sur milieu complexe). Cette augmentation coincide avec une accumulation de 

pyruvate qui témoigne de la saturation de la pyruvate-fd oxydoréductase. Les productions 

d'éthanol et de lactate pennettent d'assurer le maintien de l'équi libre redox au sein de la 

cellule. 

L'augmentation de la production de lactate, qui intervient lorsque le pyruvate 

s'accumule, permettrait d 'éviter que cette voie n'entre en compétition (i) avec la voie de la 

pyruvate-fd-oxydoréductase qui assure une production maximale d'AT? via la formation 

d'acétate et (ü) avec l'anabolisme puisque le pyruvate est un précurseur d'acides aminés. 
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Sur milieu synthétique, le carbone issu du cellobiose peut entrer dans la composition 

de la masse cellulaire ou être utilisé pour produire de l'ATP alors que, sur milieu complexe, le 

cellobiose sert essentiellement de source d'énergie du fait de la présence de macromolécules 

préexistantes dans l'extrait de levure. Les conditions de culture sur milieu synthétique sont 

vraisemblablement plus proches de celles rencontrées par C. cellulolyticum dans son 

écosystème naturel ce qui expliquerait la mise en œuvre de régulations qui n'existaient pas sur 

milieu complexe. C. ce/lulolyticum n'est pas adapté pour faire face à l'abondance 

nutritionnelle fournie par le milieu complexe, ce qui expliquerait le dérèglement interne 

observé chez cette bactérie cultivée sur ce milieu. 
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CHAPITRE 4. ANALYSE DU PROCESSUS D'INHIBITION DE 

CROISSANCE ET DE SA LEVEE LORS DE CULTURES EN BA TCH DE 

C. CELLULOLYTICUM SUR MILIEU COMPLEXE. 

1. Introduction. 

Nous avons montré que, lors de cultures en continu sur milieu complexe, la 

croissance de C. ce//ulo/yticum était limitée par une vitesse faible de réoxydation du NADH, 

conduisant à une accumulation intracellulaire de ce nucléotide réduit (Paya t et al., 1998). 

L'utilisation d'un milieu synthétique permettrait une augmentation de trois fois de la 

vitesse spécifique de consommation du cellobiose et une diminution du rapport NADH/NAD+ 

(Ouedon el al., 1999). 

Ainsi, sur milieu synthétique, les cellules sont capables de mettre en œuvre des 

régulations pour contrôler le flux de carbone contrairement à ce qui est observé sur milieu 

complexe. C. cellulolyticum augmente notarrunenl sa production d'éthanol et de lactate en 

accroissant les niveaux des enzymes correspondantes. 

Dans cette étude, nous avons analysé plus en détail ce processus d'inhibition en 

étudiant la cinétique d'apparition du phénomène lors de cultures en batch de C. ce//u/o/yticum 

sur milieu complexe. Nous avons, par ailleurs, mimé ce phénomène en réalisant des cultures 

sous atmosphère de CO. 

n. Résultats. 

Les résu ltats de ces travaux sont exposés dans l'article suivant: 'Induction of lactate 

production associated with a decrease in NADH cell content enables growth resumption of 

C. ce//u/o/yticum in batch cultures on cellobiose.' (Research in Microbiology). 
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III. Conclusion. 

Les résultats de ces travaux indiquent que, lors de cultures en batch réalisées en 

fermenteur à pH régulé avec une concentration élevée en cellobiose (23,4 mM), la croissance 

de C. ce//ulo/yticum présente deux phases distinctes. Il ne s'agit pas d'une diauxie puisque le 

même substrat est utilisé tout au long de la croissance. Dans ces conditions de culture, on 

obtient une biomasse deux fois plus élevée que celle décrite habituellement. 

Lors de la première phase de croissance, le produit majeur du métabolisme est 

l'acétate, la production de lactate et d'éthanol restant faible. Le système NADH-fd­

oxydoréductase/hydrogénase constitue alors la voie majeure de régénération du NADH, 

comme en témoignent le rapport Hz/C02 supérieur à 1 et la forte activité hydrogénase 

mesurée. Cependant, une accumulation de NADH est observée ce qui suggère que ce système 

n'est pas suffisant pour régénérer la totalité du NADH produit. La production d'hydrogène 

n'est pas responsable du processus d'inhibition puisque, lors de cultures réalisées sous 

atmosphère de H2, les paramètres de croissance ne sont pas modifiés. Puisqu'un rapport 

NADH/NAD+ élevé inhibe l'activité GAPDH de C. cellulolyticum in vitro (Payot et al., 

1998), une limitation du flux carboné pourrait intervenir à ce niveau. Cela expliquerait le 

faible rendement carboné obtenu lors de cette première phase de croissance, une part 

importante du cellobiose consommé étant destinée à la biosynthèse de polysaccharides et de 

glycogène. 

Contrairement à ce qui était observé dans le cas des cultures en continu, une 

induction de la production de lactate a été obtenue lors de ces cultures en batch sur milieu 

complexe. Cette induction, corrélée à une augmentation de l'activité lactate déshydrogénase, 

est concomitante avec la diminution de la concentration en NADH, permettant une reprise de 

la croissance et de la consommation du cellobiose. Dans ces conditions, le système NADH-fd­

réductase/hydrogénase continue à fonctionner puisque le rapport H2I'C02 reste constant. 

La production de lactate permet un équilibre entre NADH produit et NADH 

consommé et ne nécessite donc pas l'intervention supplémentaire du système NADH-fd­

réductase/hydrogénase. A l'opposé, la formation d'acétate engendre une production de NADH 

lors de la glycolyse. sans régénération ultérieure de NADH. Elle nécessite donc l'intervention 

de ce système de régénération du NADH. La diminution de la production d'acétate, lors de la 

deuxième phase de croissance, conduit à une vitesse de formation de NADH plus faible, 

permettant au système NADH-fd-réductase/hydrogénase d'assurer une régénération suffisante 
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de NADH. Cela se traduit par une diminution de la teneur intracellulaire en NADH. En plus 

de son rôle d'évacuation de l'excès de carbone, l'induction de la production de lactate 

favoriserait donc indirectement la réoxydation du NADH et donc la reprise de croissance et de 

consommation de cellobiose. 

Ce phénomène peut être reproduit en réalisant les cultures sous atmosphère de CO, 

par le biais de l'inhibition de l'activité hydrogénase. Cette inhibition conduit à un défaut de 

réoxydation du NADH, augmentant ainsi la teneur en NADH intracellulaire. Dans ces 

conditions de culture, une induction de la production de lactate a été obtenue. 

De nombreux clostridia sont capables d'induire des changements métaboliques, 

comme C. acelobutylicum qui peut déclencher une production de solvants (Girbal el a/., 

1995a). Lors de cultures en batch sur milieu complexe, C. cellu/o/yticum est capable d'induire 

la production de lactate, donc d'un deuxième acide et non d'un solvant ce qui témoigne de 

l'existence d'un comportement particulier pour cette bactérie. 

Nous avons montré, par ailleurs, que C. ce//u/o/yticum était capable d'augmenter son 

pool NADH+NAD+ comme cela a été décrit chez d'autres clostridia (Abbad-Andaloussi el a/., 

1996; Decker and Ptitzer, 1972). Cela permettrait à la cellule de maintenir une teneur 

constante en NAD+ nécessaire au catabolisme du cellobiose. 
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CHAPITRE 5. EFFET DE LA VITESSE DE CROISSANCE ET DE LA 

DISPONIBILITE EN CELLOBIOSE ET EN AMMONIUM SUR LA 

SPORULATION DE C. CELLULOLYTICUM. 

1. Introduction. 

La colonisation de la cellulose par C. ce//ulolyticum ferait intervenir les cellules­

filles relarguées de la cellulose CGelhaye et al., 1992; Gelhaye, 1993; Gelhaye et al., 1993a, 

b), comme cela a été proposé chez les bactéries cellulolytiques du rumen (Weimer, 1996). Ces 

bactéries, relarguées de la cellulose, se retrouveraient alors en compétition avec les autres 

bactéries, cellulolytiques ou non, pour l'utilisation des ressources carbonées de 

l'environnement. Elles seraient donc confrontées rapidement à une limitation nutritionnelle. 

C. ce/Julo/yticum est capable de se différencier en une forme de résistance, une 

endospore, ce qui pourrait lui conférér un avantage sélectif dans ce type de situation, d'autant 

plus qu'il a été montré que ces spores sont capables d'adhérer à la cellulose (Oehin et a/., 

1996). 

La sporuiation chez les bactéries à Gram positif a fait l'objet d'études approfondies 

chez Baeil/us subtilis (Errington, 1993; Orossman, 1995; Losick, 1986 pour revues), 

permettant l'établissement de modèles complexes de régulation. Bien que très peu 

d'informations soient disponibles à l'heure actuelle sur la sporulation chez les clostridia, le 

processus de sporulation pourrait être similaire à celui décrit chez B. subtilis. En effet, 

plusieurs gènes homologues à ceux de Baeil/us subtiUs (spaOA et gènes codant des facteurs 

sigma spécifiques de sporulation) ont été mis en évidence chez certains clostridia (Sauer et 

al., 1995; Sauer et al., 1994; Wong et al., 1995). 

Cependant, les conditions déclenchant la sporulation chez les clostridia apparaissent 

différentes de celles rencontrées chez Baeil/us subtilis. La sporulation n'est pas déclenchée par 

une carence nutritionnelle, mais par des facteurs entraînant une diminution de la vitesse de 

croissance (source de carbone plus difficilement métabolisable, diminution du pH ou 

accumulation de produits du métabolisme)(Sauer et a/., 1995). Par ailleurs, une répression 

catabolique s'exerce sur le processus de sporulation chez certains clostridia, notamment 

C. thermosaccharolyticum CHsu and Ordal, 1969). 

Une étude précédente, réalisée en batch, a révélé qu'un pourcentage significatif de 

sporulation (30 %) n'est observé que lorsque C. cellulolyticum est carencé en carbone en 
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phase exponentielle de croissance (Gehin et al., 1995). Par ailleurs, un excès de cellobiose 

réprimerait la sporulation chez cette bactérie (Gehin el al., 1995). 

A la lumière de ces observations, nous avons entrepris de réaliser une étude des 

conditions de sporulation de C. cel/ulolyticum. Nous avons détenniné l'influence de la vitesse 

de croissance et de la disponibilité en cellobiose et ammonium sur la sporulation de cette 

bactérie lors de cultures en continu. 

II. Résultats. 

Les résultats de cette étude sont présentés dans l'article intitulé: 'Effect of dilution rate, 

cellobiose and ammonium availabilities on Clostridium ce//ulolyticum sporuJation.' (Article 

accepté pour publication dans le journal' Applied Microbiology and Biotechnology'). 
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Appl Microbiol Biotechnol (1999) © Springer-Verlag 1999 

S. Payot, E. Guedon, M. Desvaux, E. Gelhaye* and E. Petitdemange 

Laboratoire de Biochimie des bactéries Gram + , Université Henri Poincaré, Faculté des Sciences, 
B.P. 239,54506 Vandoeuvre-lès-Nancy cedex, France. 

Effect of dilution rate, cellobiose and ammonium availabilities on 

Clostridium cellulolyticum sporulation 

Abstract-With the aim of studying nutritional and physiological factors affecting 

sporulation of Clostridium cellulolyticum, steady-state continuous cultures were performed in 

both complex and synthetic media. Under cellobiose limitation, the probability that cells will 

sporulate appears to be directly related to the growth rate. In complex medium, the highest 

percentage of sporulation was 20% at 0.015 h-1 whereas in synthetic medium it was 10% at 

0.035 h-1
• In both cases, when the dilution rate was either higher or lower the percent age of 

sporulation decreased between 2 and 4%. At low dilution rates, endospore formation is 

repressed under cellobiose sufficient concentrations, suggesting the presence of a catabolite 

repression process by cellobiose. Furthermore, the concentration of the ammonium was 

important in determining the percentage of sporulation, since ammonium limitation induced 

extensive sporulation at low growth rates even in presence of cellobiose excess. Furthermore, 

the sporulation process is not triggered when cells are cellobiose-exhausted both in complex 

and synthetic media. These data suggested that, in C. cellulolyticum, an exogenous supply of 

carbon source is required throughout the sporulation process. In our experimental conditions, 

no relationship between glycogen accumulation or glycogen mobilization and endospore 

formation was detected in C. cellulolyticum. 

Key words: Clostridium cellulolyticum; sporulation; cellobiose; ammonium; glycogen. 

* Corresponding author: Tel.: +3338391 2053; Fax.: +3338391 2550 
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Introduction 

The mesophilic bacterium Clostridium cellulolyticum, isolated from a decayed grass 

(Petitdemange et al. 1984) is a true cellulolytic organism able to grow with cellulose as the 

sole carbon and energy source. The energetics of growth and the metabolism of this bacterium 

have been extensively studied (Giallo et al. 1983; Payot et al. 1998). Furthermore, the growth 

cycle of C. cellulolyticum in contact with cellulose has been described (Gelhaye et al. 1993). 

The cellulose colonisation most likely proceeds via daughter cells released from cellulose 

sites as postulated for ruminaI cellulolytic bacteria (Gelhaye et al. 1992; Weimer 1996). In 

natural ecosysterns, these released bacteria must compete directly with the microbial sugar 

fermenters. Indeed, these detached bacteria have most likely to cope with nutrient limitation 

until cells can attach to another cellulose site. In this context, the ability of clostridia to 

differentiate into highly resistant spores could be important in this kind of adhered life cycle. 

Over the last decade, particular attention has been focused on endospore formation in 

Bacillus subtilis, which is recognized as a model system for analysing differentiation in 

prokaryotic organisrns (Errington 1993; Haldenwang 1995; Piggot 1996). Based on 

morphological studies, sporulation in Bacillus spp and anaerobic genus Clostridium has long 

been suggested to employ similar mechanisms (Woods and Jones 1986). However, very little 

effort has been invested into elucidating the sporulation process in clostridia. Studies were 

essentially devoted to few strains of Clostridium spp. such as C. acetobutylicum and 

C. peifringens (Sauer et al. 1995; Shih and Labbe 1994) but very few data are available on the 

factors triggering the sporulation process in cellulolytic clostridia (Gehin and Petitdemange 

1995). 

The purpose of this research was to identify nutritional and physiological conditions 

required for sporulation of Clostridium cellulolyticum. 

Material and methods 

Bacterial strain. 

C. cellulolyticum ATCC 35319, a mesophilic cellulolytic bacterium isolated from 

decayed grass (Petitdernange et al. 1984), was used. 
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Experimental cultures. 

The strain was grown anaerobically either in a complex medium (CM3) (Payol et al. 

1998) or in a synthetic medium. Synthetic medium (SM) used in experiments was a 

modification of the CM3 medium in which yeasl extract was replaced by oligoelement 

solution (1 ml) and vitamin solution (10 ml). Moreover, cyste ine hydrochloride is replaced by 

Na2S (0.5 g). In addition, the medium contained cellobiose and ammonium in variable 

amounts as specified in the result section. 

The oligoelement solution contained (g ri): FeSO •. 7H,O, 5.00; ZnSO •. 7H,O, 1.44; 

MnSO •. 7H,O, 1.12; CuSO •. 5H,O, 0.25; Na,B.o" 0.20; (Mo),(NH.).O".4H,O, 1.00; NiCI" 

0.04; CoCl" 0.02; HBO" 0.03; Na,SeO" 0.02; HCI 10 M, 50.0 ml . 

The composition of the vitamin solution was (in mg for 100 nù of distilled water): d­

biotin, 10; para-aminobenzoic acid. 25; nicotinic acid, 15; riboflavin, 25 mg; panthotenic acid, 

25 mg; thiamin. 25 and cyanocobalamin, 10. The vitamins in so lution were sterilized by 

filtration with a 0.2 ~m filter. 

The preparation of inoculum and anaerobic conditions were performed as described 

previously (payot et al. 1998). 

In complex medium or defmed medium, similar maximal growth rate was obtained in 

batch cultures with cellobiose, e.g. 0.15 h·' (corresponding to a generation time of 6.5 hours). 

This maximal growth rate decreases to 0.10 h·' (corresponding to a generation tune of 10 

hours) using glucose as substrate. 

Fennentation modes. 

Continuous cultures were carried out as described previously (Payot et al. 1998). 

Throughout aU the experiments, the pH was kept constant at 7.2 by addition of 1 M NaOH in 

the fennentor, 

Analytical procedures. 

Bacterial growth was measured spectrophotometrically at 600 nm and calibrated 

against cell dry weight measurement. Samples (30 ml) were centrifuged for 10 min at 8,000 x 

g, washed twice with 0.9% (wt/vol) NaCI and dried at 65°C to constant weight (48 hl . 

Cell-free supernatants (10,000 x g, 15 min, 4°C) were stored at -80°e. Cellobiose was 

detennined colorimetrically using dinitrosalicylic reagem (Miller 1959). Ammonium was 

assayed by the method of Chaney and Marbach (Chaney and Marbach 1962). 
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Glycogen was assayed by the method of Matheron et al. (Matheron et al. 1998). 

Epifluorescence spores counting. 

Epifluorescence counts were made by a standard acridine orange staining method for 

which 5 pl of culture was deposited on a 0.28-cm2 slide and counted, after staining with 

acridine orange (0.025% in 0.1 M sodium citrate buffer [pH 6.0]), with a Nikon 

epifluorescence microscope (model HB 10101 AF). At least two preparations were prepared 

for each sample to be counted. Cultures samples were diluted to yield two to six cells or 

spores per square. At least 400 cells (or spores) were counted to calculate the percentage of 

spores which was expressed as a percent age of the total cells counted by microscopy. 

Results 

Influence of dilution rate on C. cellulolyticum sporulation: 

In cellobiose-limited chemostat cultures: 

In complex medium, at a cellobiose concentration in the feed medium of 2.3 mM, and 

over a wide range of dilution rates (from 0.010 to 0.085 h-1
), the residual cellobiose 

concentrations were low, below 0.1 mM (data not shown). These data are typical of a 

continuous culture carried out under carbon limitation. Indeed, cellobiose was the sole 

limiting compound since at fIxed value of D, a linear increase in biomass occurred when the 

concentration of cellobiose in the feed medium was increased . Under these conditions, 

cultures of C. cellulolyticum were observed to sporulate in a narrow range of dilution rates. A 

maximal percentage of sporulation was found at 1-1= 0.015 h -1 (20%). At 1-1= 0.020 h -\ this 

percentage decreased to 10%. When the dilution was either higher or lower, the percentage of 

sporulation remained between 2 and 4% (Fig. la). 

In synthetic medium, steady-state continuous cultures were performed using a 

cellobiose concentration in the feed medium of 5.8 mM. At this concentration and over the 

tested range of dilution rates (from 0.016 to 0.120 h-1
), the residual cellobiose concentrations 

were low, below 0.1 mM (data not shown). Under these conditions, the maximal percentage 

of sporulation was observed at a dilution rate of 0.035 h-1 (10%) (Fig. lb) . The effIciency of 

sporulation decreased when the dilution rates were either higher or lower and remained below 

4%. As observed in CM3 medium, the sporulation efficiency depended on the growth rate. 
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Figure 1. Effect of the dilution rate on the percentage of sporulation of C. cellulolyticum: a, in 

complex medium; b, in synthetic medium, under cellobiose limitation (input concentration, 

2.3 mM and 5.8 mM respectively). Each percentage is the mean of ± SD of at least 400 counted 

cells (or spores) from two separate cultures. 

Furthermore, the maximal percentage of spores was detected at 0.015 h- l and 0.035 h- l 

in CM3 and SM medium respectively. At these D values, the specifie rates of cellobiose 
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consumption were measured in both media and were found to be 0.196 and 0.890 mmol (g 

cellsr1 h-1 in CM3 and SM respectively. 

In ammonium-limited chemostat cultures: 

Continuous cultures were performed in SM medium at an ammonium concentration of 

4.0 mM in the feed medium versus 15.1 mM in the previous experiments (Fig 2). In the range 

of dilution rates studied (from 0.017 to 0.080 h-1
), residual ammonium was hardly detectable 

(below 0.1 mM). In addition, we have found that, in SM medium, below 8 mM ammonium in 

the feeding solution, the cell population increased proportionally with increasing ammonium 

concentration, indicating ammonium-limited continuous cultures. At the same time, the 

cellobiose concentration of 14.6 mM in the feed medium led to cellobiose-saturated cultures 

since residual cellobiose concentrations upper than 6.0 mM were measured. Under these 

conditions, as for cellobiose-limited cultures, the maximal yield of sporulation was detected at 

a dilution rate of 0.035 h-1 (10% of detected spores). At lower or higher dilution rates, the 

sporulation efficiency decreased dramatically (to 0.05 % at 0.017 h-1 and 2% at 0.080 h-1
). 
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Figure 2. Effect of the dilution rate on the percentage of sporulation of C. cellulolyticum 

grown in synthetic medium under ammonium limitation (ammonium concentration input; 4.0 

mM). The cultures were performed under cellobiose saturation (cellobiose concentration 

input; 14.6 mM). Each percent age is the mean of ± SD of at least 400 counted cells (or spores) from 

two separate cultures. 
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Influence of cellobiose concentration input on C. cellulolyticum sporulation: 

Continuous cultures were performed in complex medium using the dilution rate of 

0.015 h-l (leading to maximal sporulation percentage) with a cellobiose concentration in tbe 

feed medium that varied from 1.2 to 14.6 mM (Fig. 3). The maximal sporulation efficiency 

was observed at 1.2 and 2.3 mM when the cultures were carried out under cellobiose 

limitation (residual cellobiose concentrations were below 0.1 mM). When the cellobiose input 

increased (ta 3.5 and 14.6 mM), cultures becarne cellobiose-saturated and the residual 

cellobiose concentrations increased (above 3 mM). Under these conditions, the sporulatÎon 

efficiency decreased (ta about 1 % spores), 

12 23 3.5 146 

Cellobiose input (mM) 

Figure 3. Percentage of sporulation of C. cellulolyticum grown on complex medium (CM3) at 

D= 0.015 h-I as a function of ceUobiose concentration input. Each percentage is the mean of ± 

SD of al leasl 400 counted cells (or spores) from lwO separate cultures. 

In synthetic medium, cellobiose-saturated continuo us cultures were performed al a 

range of dilution rates from 0.016 to 0.120 h-I . lndeed, the biomass formation was inhibited 

by product accumulation. Under these experimental conditions, the sporulation efficiency was 
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greatly reduced « 2% of spores) compared to ceilobiose-limited cultures performed at the 

same dilution rate (reaching 10% of detected spores at 0.035 h-1
). 

Effect of cellobiose or ammonium exhaustion on C. cellulolyticum sporulation: 

For ceilobiose- and ammonium-limited cultures performed in complex and synthetic 

media, the feeding medium flow was stopped once steady-state was obtained. Hence, the 

cultures became cellobiose- or arrunonium-starved and the number of spores was followed for 

160 hours. Under the se conditions, we did not fmd any increase of spore percentage whatever 

the dilution rate considered, in complex and synthetic media. 

Influence of glycogen production and mobilization on C. cellulolyticum sporulation: 

The accumulation of glycogen was measured at steady-state continuous cultures both 

in CM3 and SM. In SM, at Jl= 0.035 h-1 glycogen was synthesized at about 50 mg (g ceilsr1 

under either ammonia or ceilobiose limitation, whereas in complex medium no glycogen 

production was observed at Jl= 0.015 h-1 under ceilobiose limitation although these conditions 

allowed the higher sporulation efficiencies observed. Glycogen production was obtained in 

steady-state continuous cultures when cellobiose and ammonium were available in excess, 

either in CM3 and SM. At ail dilution rates tested, sporulation percentages were low and 

maximal values of glycogen as high as 90 and 52 mg (g ceilsr1 were found in complex and 

synthetic medium respectively. The number of spores was foilowed for 160 ho urs for cultures 

exhibiting maximal glycogen production. Despite glycogen utilisation once ceilobiose was 

exhausted, no increase of the sporulation percentage was observed under our experimental 

conditions (data not shown). 

Discussion 

Despite their considerable biotechnological potential and clinical importance (Bahl 

and DÜITe 1993; Woods 1995), very little effort has been invested in elucidating the 

sporulation process in clostridia (Sauer et al. 1995) and particularly in cellulolytic c10stridia 

(Gehin et al. 1995, Gehin et al. 1996). The purpose of this study was to investigate nutritional 

and physiological factors required for C. cellulolyticum sporulation. In chemostat cultures of 

C. cellulolyticum, the probability that cells will sporulate appears to be directly related to the 

growth rate and extensive sporulation only occurs at low dilution rates (Fig.l and Fig.2). 
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However, at the lowest studied dilution rates, sporulation remained very low. Furthermore, we 

showed in (his study that spore formation in C. ce/Julolyticum is not niggered when cells are 

starved of ceUobiose or ammonium. These resu lts are consistent with previous reports 

showing that in Clostridium spp an exogenous supply of carbon is required throughout the 

sporulation process, and thus, nutrient starvation resulting in a decreased growth rate does not 

generally lead to the production of spores in Clostridium spp (Sauer et al. 1995; Woods and 

Jones 1986). In addition ta the requirements for cellobiose during spore formation in 

C. cellulolyticum, the presence of ammonium seems ta be necessary as postulated for different 

C/ostridium species (Woods and Jones 1986). In addition to this requirement, the flow of 

ammonium was also important in deterrnining the frequency of sporulation. Indeed, even in 

the presence of ceUobiose excess, ammonium limitation induced extensive sporulation at low 

growth rate in C. cellulolyticum. In contrast, in C. acetoburylicum, glucose or ammonium 

limitation did not result in the induction of sporulation and both glucose and ammonia were 

required for its initiation and developrnent (Long et al. 1984a,b). The connection between 

nitrogen and carbon utilization in the induction of sporulation remained largely undeterrnined 

in C/ostridium species and funher research will be necessary to understand the link between 

these nutritional factors triggering sporulation in Clostridium species (Woods and Jones 

1986). Furthermore, this study shows that C. cellulolyticum seems to sporulate better when 

grown in the complex medium containing yeast extract than in the synthetic medium These 

data are consistent with previous reports (Woods and Jones 1986); indeed, complex 

nutritional requirements for sporulation have been reported in several Clostridium species, 

including organic nitrogen sources and mineraI salt s. 

A clear distinction can be made between the species of Clostridium in which catabolite 

repression by a readily metabolizable energy source occurs, for instance C. perfringens (Shih 

and Labbé 1994) or C. thermosoccharolyticum (Hsu and Ordal 1969) and those where such 

catabolite repression is absent as in C. buryricum and C. acelOburylicum (Woods and Jones 

1986). The data reponed here show clearly that, although cellobiose could serve as carbon 

source for sporulation when a limited amount was provided continuously, the sporulation in 

C. ce//ulolyticum was repressed in the presence of large excess of this substrate. Indeed, at 

low dilution rate, the sporulation efficiency decreased when the cellobiose input increased 

(Fig. 3). The increase of ceUobiose input led to ceUobiose·saturated cultures since biornass 

production became limited by another metabolic factor. Indeed, whatever the medium used, 
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the maximal biomass production obtained under cellobiose-limited conditions reached only 

0.37 g rI (data not shown). 

In sorne Clostridium species, glycogen accumulation normally occurs at the end of 

exponential growth before the onset of sporulation and is usually degraded during spore 

formation. This suggests that the reserve polyglucan can serve as a source of carbon for the 

formation of spores and their maturation (Bergère et al. 1975; Reysenbach et al. 1986; Robson 

et al. 1974; Strasdine 1972). However, in this study, no relation was found between glycogen 

accumulation or glycogen mobilization and spore formation in C. cellulolyticum. 

The initiation of sporulation is a very complex phenomenon requiring several 

physiological conditions. In Bacillus subtilis, which is recognized as a model system for 

analysing differentiation in prokaryotic organisms (Errington 1993; Haldenwang 1995; Piggot 

1996), a variety of different physiological conditions (nutritional signaIs, population density, 

ceil cycle ... ) generate signaIs, that are sensed and transduced to influence the regulatory 

pro teins controiling the pathway leading to endospore formation. This work was initiated to 

characterize the physiological conditions leading to spore formation in C. cellulolyticum using 

chemostat cultures and a defined medium, a method which allowed to study the influence of 

weil-defmed factors on the endospore formation. C. cellulolyticum appears to sporulate 

efficiently at low growth rate, in the presence of an exogenous source of carbon and in the 

presence of anunonium, and appears to be inhibited by the mechanism of catabolite 

repression. These fIfSt data about the sporulation requirements of this ceilulolytic Clostridium 

will permit further experiments in order to complete our understanding of the endospore 

formation in C. cellulolyticum. 
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m. Concl usion. 

Jusqu'à maintenant, très peu d'études portant sur la sporulation chez les c10stridia ont 

été réalisées (Sauer et al., 1995) et celles·ci concernaient essentiellement Closlridium 

acetobutylicum et Clostridium peifringens (Sauer et al., 1995; Shih and Labbé, 1994). Très 

peu d'informations sont donc disponibles sur la sporulation chez les bactéries cellulolytiques. 

Chez C. cellulolyticum, un pourcentage significatif de sporulation (30 %) n'est 

observé lors de cultures en batch que lorsque cette bactérie est carencée en carbone en phase 

exponentielle de croissance (Gehin et al .• 1995). Par ailleurs, un excès de cellobiose 

réprimerait la sporulation chez cette bactérie (Gehin et al., 1995). 

Les résultats présentés ici démontrent que, lors de cultures en continu de 

C. cellu/olyticum, le pourcentage de sporulation est dépendant de la vitesse de croissance de la 

bactérie. En effet, un pourcentage significatif de sporulation n'est observé que pour de faibles 

taux de dilution, correspondant à des vitesses de croissance faibles. 

Par ailleurs, nous avons montré qu'une carence en cellobiose ou en ammonium 

n'induisait pas le processus de sporulation chez C. ce//ulolyticum. Ces résultats montrent 

qu'une source de carbone et d'ammonium est nécessaire au déroulement de la sporulation chez 

cette bactérie, comme cela a été décrit chez d'autres clostridia (Sauer et al., 1995; Woods and 

Jones, 1986). 

Cependant, la sporulation de C. cellulolyticum est réprimée en présence d'un excès de 

cellobiose, puisque l'augmentation de l'apport en cellobiose, à une vitesse de croissance faible, 

diminue le pourcentage de sporulation. C. ce/lulolyticum présente donc un comportement 

similaire à C. peifrillgens (Shih and Labbé, 1994) ou C. thermosaccharolyticum (Hsu and 

Ordal, 1969), par opposition à C. butyricum ou C. acetobutylicum, bactéries chez lesquelles la 

sporulation n'est pas soumise à une répression catabolique (Woods and Jones, 1986). 

Le flux d'ammonium est un facteur important également puisque même en présence 

d'un excès de cellobiose, une limitation en ammonium, réalisée lorsque la vitesse de 

croissance est faible, permet d'induire la sporulation de C. cellulolyticum. A l'opposé, chez 

C. acetobutylicum, une limitation en glucose ou en ammonium n'induit pas la sporulation 

(Long et al., 1984a, b) . 

Cette étude montre ~galement qu'un pourcentage de sporulation plus important est 

obtenu lors de cultures sur milieu complexe par rapport à celles conduites sur milieu 
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synthétique. Cela indique des exigences nutritionnelles complexes pour le processus de 

sporulation conune cela a été décrit chez d'autres clostridia (Woods and Jones, 1986). 

Par ailleurs, chez certains clostridia, une accumulation de glycogène intervient à la 

fm de la phase exponentielle avant le déclenchement de la sporulation et ce composé est 

dégradé par la suite lors du déclenchement de la sporulation. Cela suggère que ce polyglucane 

de réserve pourrait servir de source d'énergie pour la formation des spores et leur maturation 

(Bergère el al., 1975; Reysenbach et al., 1986; Robson et al., 1974; Strasdine, 1972). 

Cependant, chez C. cellu/o/yticum, nous n'avons obtenu aucune corrélation entre 

accumulation ou utilisation de glycogène et formation de spores. 

L'initiation de la sporulation est un phénomène très complexe qui nécessite la 

réunion de multiples paramètres physiologiques. Chez B. subtilis, une variété de conditions 

physiologiques (signaux nutritionnels, densité cellulaire, période du cycle cellulaire, ... ) 

génère des signaux, qui sont captés et traduits à l'intérieur de la cellule et influencent des 

protéines régulatrices de la sporulation (Errington, 1993; Haldenwang, 1995; Piggot, 1996). 

Lors de cette étude, nous avons mis en évidence que C. cellulolyticum ne sporule que dans 

une gamme très restreinte de vitesses de croissance et d'apports en cellobiose. De plus, des 

paramètres tels que concentration en ammonium ou composition du milieu modifient le 

pourcentage de sporulation. Il apparaît donc vraisemblable qu'une régulation aussi complexe 

que celle décrite chez B. subtilis a lieu chez cette bactérie. 
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CHAPITRE 6: CLONAGE, SEQUENCAGE ET CARACTERISATION 

DE LA REGION PROMOTRICE DU GENE DE LA RUBREDOXINE 

CHEZ C. CELLULOLYTICUM ET DETERMINATION DE LA TENEUR 

DES CELLULES EN RUBREDOXINE DANS DIFFERENTES 

CONDITIONS DE STRESS. 

1. Introduction. 

La rubrédoxine est une protéine fer-soufre ne contenant pas de soufre inorganique et 

caractérisée par la présence d'un atome de fer lié, dans un arrangement tétraédrique, à 4 

résidus cystéine de la chaîne polypeptidique. 

Compte-tenu de l'ubiquité de cette protéine fer-soufre chez les bactéries anaérobies. 

nous nous sommes interrogés sur l'existence de cette protéine chez les bactéries 

cellulo lytiques et en particulier chez C. cellulolyticum. 

En utilisant des amorces oligonucléotidiques basées sur la séquence du gène de 

C. pasteurianum (Mathieu el al., 1992) et localisées dans les régions conservées des 

rubrédoxines, nous avons mis en évidence l'existence d'un gène codant la rubrédoxine chez 

cette bactérie. 

Dans l'optique de déterminer le rôle de cette protéine chez C. cellulolyticum, nous 

avons donc décidé de cloner, de séquencer ce gène et d'analyser le transcrit ARN 

correspondant. 

Différents rôles, notarrunent dans la protection face à un stress thermique ou 

oxydatif, ont été proposés pour la rubrédoxine chez les bactéries anaérobies. Nous avons donc 

également déterminé le profil d'expression de la rubrédoxine dans différentes conditions 

susceptibles d'induire cette protéine (pH acide, stress thermique e t oxydatif notanunent). Nous 

avons, au préalable, optimisé ces conditions de stress chez C. celluJolyticum, c'est-à-dire 

détenniné les conditions suffisantes pour induire des protéines de stress potentielles sans pour 

autant causer une mortalité cellulaire trop importante. 
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II. Résultats. 

Il.1. Mise au point des conditions de stress chez C. cellulolyticum • 

./ Stress thermique: 

Des cultures en phase exponentielle de croissance ont été soumises à différentes 

températures pendant un temps variable: 1 h à 40 oC; 2 h à 42 oC; 1, 2 ou 4 h à 45 oC; 2 à 

48 oC ou 10 min à 50 oC (Figure 27). 

L'effet de ces stress sur la croissance de C. ce/Ju/o/yticum a été détenniné en 

mesurant la perte de viabilité cellulaire consécutive aux traitements réalisés. Pour cela, 

différentes dilutions des cultures ont été étalées sur boîtes de pétri contenant du milieu 

synthétique et de l'agar puis incubées en anaérobiose ('Anaerocult ', Merck). La viabilité 

cellulaire est estimée par comptage des Colonies Formant Unités CC. F.U) obtenues sur ces 

boîtes. 
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Figure 27 : Résistance de C. cellulolyticum à différents stress thermiques. 

Une perte de viabilité est observée lorsque les cellules sont incubées 2 h à 42 oC 

(39 % de cellules viables) ou 2 à 4 h à 45 oC (1 8 et 20 % de survie respectivement). Une 

122 



incubation de C. cellulolyticum à une température supérieure (48 ou 50 oC) est fatale à la 

bactérie . 

./ Stress osmotique: 

L'effet de différents traitements (ajout de 1,2, 3 ou 4 % de NaCl pendant 2 et/ou 4 h) 

a été étudié (Figure 28): 
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Figure 28: Résistance de C. cellulolyticum à différents stress osmotiques. 

Une perte importante de viabilité de C. cellulolyticum est observée pour des 

concentrations en NaCl ajoutées supérieures à 3 % (moins de 30 % de survie des cellules) . 

./ Stress carboné: 

Nous avons par ailleurs déterminé la résistance de C. cellulolyticum à différentes 

conditions de carence en carbone: carence brutale d'une durée de 30 min; 2 h; 2,5 h; 4 h ou 

24 h. Les résultats sont présentés sur la figure ci-dessous (Figure 29). 
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Figure 29: Effet d 'une carence brutale en carbone sur la viabilité cellulaire de 

C. cellulolyticum. 

La viabilité cellulaire se maintie nt à un taux maximal lorsque la carence en carbone 

n'excède pas 2,5 h. Après 4 heures de carence, 90 % des cellules sont viables. Ce pourcentage 

est de 42 % après 24 heures . 

./ Effet d'un stress modéré préalable (thermique, osmotique ou carence 

brutaleen carbone) sur la résistance de C. cellulolyticum à un stress plus important: 

Nous avo ns soumis les cellules à un traitement préalable constituant un stress modéré 

(30 min à 42 oC, NaCl2 % pendant 30 min ou carence brutale de 30 min ou 2 h) puis testé la 

résistance de ces cellules à des stress plus importants: 2 h à 45 oC, 3 % de Nael pendant 2 h 

(stress qui provoquent une perte de viabilité de 70 % environ lorsqu'aucun traitement 

préalable n'est effectué). Les résultats obtenus sont présentés dans la figure suivante (Figure 

30): 
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Figure 30: Effet d'un stress modéré sur la résistance de C, cellulolyticum à un stress (a) 

thermique (45 oC, 30 min) ou (b) osmotique (3 % NaCl, 30 min) plus important. 
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Les cellules ayant subi préalablement un traitement de 30 min à 42 oC ou une 

carence brutale de 30 min ou 2 h résistent mieux à un stress thennique plus important (Figure 

30a). En effet, dans ces conditions, la viabilité cellulaire atteint respectivement 41 % et 90 % 

contre 18 % pour le témoin n'ayant pas subi de pré-traitement. Une pré-induction avec 2 % de 

NaCI confère une protection plus limitée. 

De même, si l'on fait subir aux cellules un stress modéré avant de les soumettre à un 

stress osmotique important (3 % de NaCI pendant 2 h), on obtient une meilleure résistance de 

C. cel/ulolyticum face à ce stress (Figure 30b). Ainsi, une pré-incubation des cellules à 42 oC, 

à 2 % de NaCI ou à une carence en carbone pendant 30 min permet d'augmenter la viabilité 

cellulaire mesurée après ce choc osmotique (respectivement 75 %, 64 % and 54 % de 

résistance contre 30 % pour le témoin). Une pré-carence de 2 h confère quant à elle une 

protection plus modérée (viabilité de 40 %). Par ailleurs. dans tous les cas étudiés. aucune 

sporulation significative des cultures n'a été obtenue. 

II.2. Caractérisation du gène de la rubrédoxine chez C. cellulolyticlIlII et 

détermination de la teneur en rubrédoxine dans différentes conditions de stress. 

Les résultats précédents nous ont permis d'identifier les conditions de température, de 

salinité et de carence susceptibles d'induire des protéines de stress chez C. cel/ulolyticum. 

Nous avons, par ailleurs, choisi d'incuber les cultures sous atmosphère d'oxygène et 

de monoxyde de carbone pendant 30 min et testé différentes concentrations de peroxyde 

d'hydrogène (60, 100,300, 1000 et 5000 ~M) pour ne retenir finalement que la concentration 

de 100 J1M (conditions suffisantes pour diminuer la vitesse de croissance sans l'annuler 

totalement). Le stress acide est réalisé à la valeur de pH fmal d'une culture où ce dernier n'est 

pas régulé (PH 5). Ces conditions ont été exploitées pour examiner l'hypothèse de 

l'implication de la rubrédoxine dans la réponse au stress chez C. cellulolyticum. 

Les résultats de cette étude sont présentés dans la publication intitulée: 'Cloning, 

sequencing and promoter characterisation of the rubredoxin gene of Clostridium 

cellulolyticum and examination of the rubredoxin cell content in different stress conditions' 

(article soumis pour publication dans le journal 'Research in Microbiology'). 
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Cloning, sequencing and promoter characterisation of the rubredoxin gene of 

Clostridium cellulolyticum and examination of the rubredoxin cell content in different 

stress conditions. 

Sophie Payot, Philippe Gérard, Catherine Cailliez-Grimal and Henri Petitdemange*. 

Laboratoire de Biochimie des Bactéries Gram +, 
Université Henri Poincaré, Faculté des Sciences, BP 239, 54506 Vandoeuvre-lès-Nancy cedex France 

Abstract- The gene encoding the rubredoxin (Rd) of Clostridium cellulolyticum has been 
cloned and sequenced using PCR and inverse PCR with oligonucleotide primers designed 
from the gene sequence of Clostridium pasteurianum. No open reading frame was found in 
the upstream and downstream sequenced regions. In addition, promoter-like sequences and a 
transcription termination signal have been found near the sequence of the rubredoxin gene, 
which may therefore constitute an independent transcriptional unit.The deduced amino-acid 
sequence gives a 52 amino-acid protein, which contains aIl the rubredoxin conserved residues, 
including the four cysteine ligands of the iron atom We examined the rubredoxin level of C. 
cellulolyticum in different stress conditions (e.g, heat-shock, oxidative stress, salt stress, under 
CO atmosphere, at pH 5 or carbon starvation), which could constitute rubredoxin-inducing 
conditions according to rubredoxin-role proposals in other bacteria. We did not fmd any 
induction whatever the condition tested, ruling out these proposed functions. 

Rubredoxin / clostridium / promoter /stress 

Résumé-Le gène codant la rubrédoxine de Clostridium cellulolyticum a été cloné et 
séquencé en utilisant les techniques de PCR et PCR inverse avec des amorces 
oligonucléotidiques obtenues à partir de la séquence du gène de Clostridium pasteurianum. 
Aucune phase ouverte de lecture n'apparaît dans les régions amont et aval séquencées. Par 
ailleurs, des séquences promotrices potentielles et un signal de terminaison de la transcription 
ont été mis en évidence à proximité du gène de la rubrédoxine. Ce gène pourrait donc 
constituer une unité transcriptionnelle indépendante. La séquence en acides aminés déduite de 
la séquence du gène révèle une protéine de 52 acides aminés présentant tous les résidus 
conservés chez les autres rubrédoxines, dont les quatre cystéines, ligands de l'atome de fer. 
Nous avons étudié la teneur en rubrédoxine chez Clostridium cellulolyticum dans différentes 
conditions de stress (choc thermique, stress oxydatif, stress salin, sous atmosphère de CO, à 
pH 5 et en carence de carbone), conditions susceptibles d'induire la rubrédoxine, compte-tenu 
des différents rôles proposés pour la rubrédoxine chez d'autres bactéries. Aucune induction n'a 
été mise en évidence, ce qui écarterait ces hypothèses concernant le rôle de la rubrédoxine 
chez C. cellulolyticum. 

* Corresponding author: Tel.: +33 3 83 91 2053; Fax.: +33 3 83 91 25 50; E-mail: hpetitde@lcb.u­
nancy.fr 
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Abbreviations 

AA: Amino-Acid 
A TCC: American Type Culture Collection 
DEAE: Diethyl-amino-ethyl 
dNTP: Deoxiribonucleoside triphosphate 
FNR: Fumarate Nitrate Reduction Protein 
HSP: Heat-Shock Protein 
o RF: Open reading frame 
PCR: Polymerase Chain Reaction 
Rd: rubredoxin 
Tub: rubredoxin gene 
SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

1. Introduction 

Rubredoxin (Rd) is a small (ca. 6 kDa) iron-sulfur protein of bacterial origin, in 

which the iron atom is ligated to 4 cysteinyl side chains (20). So far it has been isolated from 

a variety of anaerobic bacteria including clostridia (10; 19; 34; 39), sulfate-reducing bacteria 

(3, 4, 41) and in the aerobic bacteria Pseudomonas oleovorans (28) and Acinetobacter 

calcoaceticus (9). 

Its physiological function(s) in anaerobes remained elusive and particularly so in the 

genus Clostridium. It could participate in CO oxidation of Clostridium thermoaceticum and 

Acetobacterium woodi (33), in the NAD(P)H-nitrate reductase system of Clostridium 

peifringens (40), in lactate metabolism of Desulfovibrio vulgaris Miyazaki (41) and in 

reduction of CO2 to CH4 in Methanobacterium thermoautotrophicum (24). Recently, its 

involvement in protection against oxygen of Desulfovibrio gigas in conjunction with a 

NADH-Rd-oxidoreductase and a Rd-oxygen-oxidoreductase, has also been demonstrated (6, 

7, 11,43). 

Many iron-sulfur pro teins are destabilized by exposure to oxidants and this 

sensitivityenables sorne of them to serve as 'oxygen sensor' like the transcription factor FNR 

of E. coli (36). In addition, sorne iron-sulfur proteins could protect cells from oxidative stress. 

Indeed, Pianzzola et al. (32) proposed that desulfoferrodoxin could confer protection against 

oxidative stress by reducing oxidized, inactivated [4Fe-4S] clusters, thereby reversing loss of 

enzyme activity and preventing release of iron. Another iron-sulfur protein, rubrerythrin, 

which exhibits a rubredoxin-like FeS4 site, may protect cells against oxidative stress by both 

scavenging iron from and donating iron to oxidatively damaged [4Fe-4S] proteins (21). The 

gene of rubrerythrin is co-transcribed with the rubredoxin gene of D. vulgaris leading to the 

proposai that rubredoxin could be a redox partner to rubrerythrin (21). 
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Furthermore, in Clostridium acetobutylicum, rubredoxin was found ta increase when 

pH decreased (22) and another protein, HSP 21, showing high similarity to rubredoxin of 

anaerobic bacteria, was found to be induced during heat- shock. It could be a regulator of the 

heat-shock response in this bacterium (2). Hence, several roles have already been proposed 

for rubredoxin in different bacteria, in particular in bacterial stress response (oxidative or 

heat- shock). 

Here, we reported the cloning, sequencing and promoter characterization of the 

rubredoxin (rub) gene of a mesophilic cellulolytic bacteriurn, C/ostridium cel/u/o/yticum. 

Furthermore, taking into account the different proposaIs for rubredoxin role in other bacteria, 

we exarnined the variations of Rd level in different stress conditions (heat-shock, oxidative 

stress, acid pH, salt stress, carbon starvation). In addition, we have shown previously that 

C. cel/ulolyticum undergoes early growth inhibition on complex medium, due to NADH 

reoxidation default (26). CO gasing, by inhibiting hydrogenase, could be 1Jsed to mimic this 

phenomenom (27). Since rubredoxin is likely to serve as an electron carrier, we also checked 

for a potential raIe of this protein in this particular stress condition. 

2. Materials and methods 

2.1. Bacteria, plasmids and growth conditions. 

C. cellulolyticum ATCC 353 19 (31) was cultivated anaerobically using chemically 

defl.l1ed medium (14). Escherichia coli DH5a was used ta propagate recombinant derivatives 

of plasmids pUC 18. 

2.2. DNA and RNA isolation. 

Chromosomal DNA and total RNA were isolated using the method described by 

Graves et al. (12) and Qiagen Midi Kit (Qiagen) respectively. Plasmid DNA was extracted by 

the alkaline Iysis method (37). 

2.3. Cloning and sequencing of the gene. 

PCR amplifications were perfonned using two primers (PastE, 

5'-TGAAGAATTCTACATGTACAGTATGTGG-3' and PastB, 

5'-GATCGGATCCTACTCCACACAAAGGACATACCC-3') designed from the sequence of 

the rub gene of C/ostridium pasteurianum (nucleotides 2-29 and 110-142, with the 

introduction of an EcoRl site and BamHI site, respectively) (23). 
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C. cellulolyticum genomic DNA was digested to completion with restriction 

enzymes, separated by agarose gel electrophoresis, transferred to pos itively~charged 

membrane (Pharmacia) as described by Southern (42) before incubation with the digoxigenin­

labelled PCR product (DNA labeling and detection kit, Boehringer~Mannheim). Hybridisation 

and detection techniques were perfonned according ta the manufacturer's instructions. 

For inverse PCR (25), VspI-digested genomic DNA (10 ~g) was size~fractionated on 

a 1.5 % agarose gel. DNA fragments in the size range of 450 to 750 bp were excised from the 

gel and purified using GenElute Agarose spin columns (Supelco). After dilution of the 

fragment to favour intramolecular ligation, the ligation was perfonned overnight at 16 oC 

using 0.1 unit of T4 DNA ligase (Eurogentec) according to the manufacturer's instructions. 

After ethanol precipitation, the pellet was resuspended in 10 ~l Tris-EDTA buffer (PH 8). 

PCR amplifications were performed with 3 111 of thi s ligation product, using two primers, 

Cellulorevl (5'-AACAGC I 1 1 IGAAGATATACCTGAGGA-3') and Cellulorev2 

(5'-TCCCCfTCfTCCGGGTCATAAACA-3') designed from the partial sequence of 

C. cellulolyticum Tub gene obtained by sequencing the Past B/Past E amplification producl. 

The amplified fragment was then cloned into pXcmKml2 (digested with XcmI), a T~vector 

based on those constnlcted by Cha et aL (5) in which a kanamycin~resistance gene has been 

incorporated between the two XcmI sites (N. P. Minton, personal communication). DNA 

sequencing of both strands was then conducted 10 determine the up and down sequence of the 

rubredoxin gene of C. ce/lulolyticum. For this purpose we used the dideoxy~chain tennination 

method (38) with [c<-S" J dATP (1,250 Ci/mmo!) (NEN Life Science Products) and the TI 

sequencing kit (Pharmacia LKB) with M13 reverse, M13 universal, Cellulorevl and 

Cellulorev2 primers. 

2.4. Nucleotide sequence accession number. 

The sequence data reported here have been deposited ln the EMBL nucleotide 

sequence database under access ion number no. Al 238458. 

2.5. Primer extension analysis. 

The Cellulorev2 oligonucleotide was 5' end-Iabelled with [y-"PJ ATP (3,000 

Ci/mmol) (Amersham) and T4 polynucleotide kinase (Biolabs) . For annealing, 20 ~g of total 

RNA and 20 ng of the labelled primer were heated to 65 oC for 10 min in 10 ~I of 50 mM 

Tris-HCI (pH 8.3)-40 mM KCI-6 mM MgCl, and then cooled slowly ta raoln temperature (10 

min) . cDNA synthesis was performed in the same solution for 30 min at 45 oC in the presence 
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of the non radioactive deoxyribonucleosides triphosphates (dNTPs) (225 ~M each) and 1 U of 

avian myeloblastosis virus reverse transcriptase (Life Science). Primer-extended fragment 

was electrophoresed on a 7 % polyacrylamide-8 M urea sequencing gel with dideoxy 

sequencing reaetion products obtained with the same primer (38). 

2.6. Prediction of RNA-secondary structure. 

Predictions of secondary structure were made with the Mfold program of the GCG 

software, version 8. 1 Unix (1995) that is based on the thennodynamic values proposed by 

Jeager et al. (15) . 

2.7. Preparation of cell-free extracts for rubredoxin assay and SDS-PAGE. 

Cells were grown in synthetic medium (pH 7.8) until they reached mid-exponential 

phase (OD 600 nm = 004), before being exposed to Mferent growth or stress conditions: 

34 oC (control), 42 oC (heat shock), 2.5 % NaCI (osmotic shock), pH 5 (acid shock, achieved 

by 1 N HCl addition), H,O, 0.1 mM or 0, (1 atm) (oxidative stress), CO (1 atm), for 30 min. 

Cells 10 be starved by carbon exhaustion were grown in defined medium containing 0.05 % 

(w/v) cellobiose instead of 0.3 % (w/v). In addition, to achieve sudden carbon-s tarvation, 

ceUs were harvested by centrüugation under anaerobic conditions and resuspended in 

ceUobiose-free defmed medium Cells were earbon-starved for 30 min , harvested by 

centrifugation and resuspended in 100 mM Tris-HCl (PH 7.6). After cell disruption by 

sonication, cell debris were eliminated by centrifugation. For samples to he analysed by SDS­

PAGE, proteins were acetone-precipitated and resuspended in Laemmli buffer (16) ta a 

concentration of 0.5 mg/où. After boiling for 3 min, 10 )..lI of sample was loaded on the gel. 

The acrylamide concentration was 10 % (w/v) in the stacking gel and 20 % in the separating 

gel. After electrophoresis (Mini protean, Biorad), the gel was silver-stained (Biorad silver­

stain kit) according to the manufacturer's instructions. 

The enzyme used for the detennination of Rd content in C. ce/Ju/o/yticum extracts 

was the NADH-Rd-oxidoreductase of C. acetobuty/icum, free from rubredoxin by ion 

exchange chromatagraphy (29, 30). Rd was recovered from C. cellu/o/yticum crude extracts 

using the same method since DEAE column-adsorbed-rubredoxin is eluted using buffer of 

higher ionic strength (1 M Tris-HCl instead of 100 mM Tris-HCl, pH 7.6). 

Rd, purified from C. cellu/olyticum, was used 10 establish standard curves prior to 

each new assay. This Rd was isolated from C. ce/lulolyticum according ta the procedure of 

LeGaU and Forget (18). Rd exhibited an A28rJ~9o ratio equal 10 2.53, which is characteristic 
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of pure Rd. The amount of purified Rd was detennined by measuring its absorbance at 490 

nm with a molar extinction coefficient expressed in M-I cm-lof 8,850. The amount of Rd 

assayed in C. cellulolylicum was expressed in picomoles per mg of proteins in the crude 

extract. 

3. ResuUs 

3.1. Cloning and sequencing of the rubredoxin (nib) gene of C. cellulolyticum: 

Twa regians (AA 1 ta 15 and AA 36 10 48) are particularly weB conserved amang 

different rubredoxins (fig. 1). Hence, they were used ta design the primers E and B fram the 

C. pasleurianum rubredoxin gene (23). 

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 
% Ideotity 

Cce MDIYVCTVCGYVYDPEEGDPDGGIAPGTAFEDIPEDWVCPLCGVGKDLFEKQ 
Cst MTKYVCTVCGYVYDPEVGDPDNNINPGTSFQDIPEDWVCPLCGVGKDQFEEEA 78.8 
Hmo MKKYGCLVCGYVYDPAKGDPDHGIAPGTAFEDLPADWVCPLCGVSKDEFEPL 75.0 
Dgi MDIYVCTVCGYEYDPAKGDPDSGIKPGTKFEDLPDDWACPVCGASKDAFEK 74.5 
Cbu MEKYICTVCGYIYDEAAGDPDNGVAPGTKFEDIPDDWVCPLCGVPKSDFEKEQ 71.1 
Cpa MKKYTCTVCGYIYNPEDGDPDNGVNPGTDFKDI PDDWVCPLCGVGKDQFEEVEE 71.1 
ChI MQKYVCSVCGYVYDPADGEPDDPIDPGTGFEDLPEDWVCPVCGVDKDLFEPES 71.1 
Cth MEKWQCTVCGYIYDPEVGDPTQNIPPGTKFEDLPDDWVCPDCGVGKDQFEKI 69.2 
DvM MKKYVCTVCGYEYDPAEGDPDNGVKPGTAFEDVPADWVCPICGAPKSEFEP 68.6 
Bme MQKYVCDICGYVYDPAVGDPDNGVAPGTAFADLPEDWVCPECGVSKDEFSPEA 67.3 
DvH MKKYVCTVCGYEYDPAEGDPDNGVKPGTSFDDLPADWVCPVCGAPKSEFEAA 65.3 
Dde MQKYVCNVCGYEYDPAEHDNVP FDQLPDDWCCPVCGVSKDQFS 60.4 
Cpe MKKFICDVCGYIYDPAVGDPDNGVEPGTEFKDIPDDWVCPLCGVDKSQFSETE 59.6 
Plu AKWVCKICGYIYDEDAGDPDNGISPGTKFEELPDDWVCPICGAPKSEFEKLED 57.7 
M el MDKYECSICGYIYDEAEGD DGNVAAGTKFADLPADWVCPTCGADKDAFVKMD 55.7 
Pae MQKFECTLCGYIYDPALVGPDTPDQDG AFEDVSENWVCPLCGAGKEDFEVYED 53.8 

***** * ******* 
Figure 1. Alignment of the presently knawn rubredoxin sequences. 

Percentage identity was determined from the number of matches between C. cellu/o/yrieum and others 
Rds divided by the length of sharter sequence excluding gaps. 1be 13 canserved residues are indicated 
by stars. Sequences fram C. pasreurianum (Cpa), C. peifringens (Cpe) , D. vu/garis Miyazaki strain 
(DvM), D. vu/garis Hildenborough strain (DvH), Pyrococcus furiosus (Pfu), C. 
thermosaccharolyrieum (Crlr), Desulfovibrio gigas (DgI) , C. sricklalldii (Cst), Buryribacrerium 
merhylorrophicum (Bme) , Megasphera e/sdenii (MeT), D. desulfuricans (Dde) are reparted in Mathieu 
et al. (23). The remaining ones are Peptococcus aerogenes (Pae) (1), Heliobacillus mobilis (Hmo) 
(17), Chlorobium thiosuifatoplll'lum (Chf) (44), C. buryricum DSM 5431 (Cbu) (EMBL accession 
number no. YI1875), C. cellu/olyricum ATCC 35319 (Cee) (this work). 

peR amplüicatian performed with these primers and with C. ce/lu/o/yticum genam.ic 

DNA gave a praduct of expected size (circa 140 bp). This peR product was digoxygenin· 
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labelled and used as a probe for Southem hybridisation of C. cellulolyticum digested DNA. 

Whatever the endonucJease(s) used (Bgm , Bc/I, EcoRI, HindIll , Ndel , Xbal , BamHI, Vspl , 

SaU, XhoO to digest the genomic DNA, a single fragment hybridised with the probe (data not 

shown). These data indicated that the rub gene was present as a single copy in the genome of 

C. cellulolyticum. 

To obtain extremities and sequence context of the rubredoxin gene, inverse PCR was 

undertaken. As a fragment smaller than 2 kbp is necessary to increase intramolecular ligation 

frequency and to succeed in amplifying the circular resultant fragment, we chosen the VspI 

digestion since it generated a fragment of almost 590 bp which hybridised with the labelled­

probe. A PCR product of expected sÏze was obtained and directly cloned into pXcmKm12 

vector. The peR product was sequenced on both strands and compiled with the internai rub 

gene sequence to give the sequence shown in figure 2. 

Vspl 
1 ATTAATAATCATAAATACTCGTTGGCGAATACTAAGGGCAGGGGACAGAG 

51 GTGATGCTTTTATGAGTAGCGGGGATGATATCAGAGCTAGACTGGAAGAT 
101 CTTAAATGCTATATGTATAATGAAATACAACGTTTGATTTCCCAGAGTAC 
151 AGAGACTGTAGAAGTCAGTGCTTCTGCGAATACCCGGAAGTATAACCGAC 
201 TAAACACCAAAAGGCTCTTAAAAATTGAAAAGAAAATTTTTAAAAAAAGG 

oH -w ~ 

251 TG[TATG~GATAAAATTTGGGAAifATAT~TAGTAATTACAATACA 
****** rob 

301 ATGAGGTCAGAATCTCTTTTTCGGCTCGGATTAAATTAGGAGGGTACTAT 
M 

351 GGATATCTACGTTTGTACAGTATGCGGTTATGTTTATGACCCGGAAGAAG 
D I Y V C T V C G y V Y D PEE 

401 GGGACCCGGACGGTGGAATTGCACCGGGAACAGCTTTTGAAGATATACCT 
GDPDGGIAPGTAFED IP 

451 GAGGATTGGGTATGTCCTCTTTGCGGAGTAGGCAAGGACTTGTTTGAAAA 
E D W V C P L C G V G K D L F E K 

501 ACAATAAAAGCATAATTGCATATAATGATTAGTTATTAAGAAGATTCTTA 
Q • »» »»»» > 

561 GGAGTTGCCCTTAGAATCTTTTTAAAAAATTAAT 
» «< «««« «« VspI 

Figure 2. Nucleotide sequence of the 578 bp VspI fragment encoding rubredoxin of 
C. cellulo/yticum. 
The gene has becn translated with the one-lener amino acid code with the symbols below the first 
nucleotide of the corresponding codon. The transcription initiation sile is marked + 1. The - 10 and -35 
regions of the promOler are boxed. Putative Shine-Dalgamo sequence is indicaled by stars and 
inverted rcpeats are indicated by open arrows represenling the length and ori entation of the stem. 
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The Vspl fragment contained 159 bp, corresponding to the open reading frame (QRF) 

encoding rubredoxin . Neither the upstream (circa 340 bp), nor the downstream (circa 80 bp) 

regions appear ta contain a truncated ORF. Hence, this fragment carried the entire rub gene of 

C. cellu/o/yticum. The G+C contents of cocting and intergenic regions are 45 % and 35 % 

respectively. A potential Shine-Dalgarno sequence (AGGAGG) is located 5 bp upstream of 

the ATG stan codon (fig.2), constituting a characteristic ribosome-binding site. 

The deduced aTTÙno acid sequence gives a 52 amino acid protein whose calculated 

molecular mass is 6.1 kDa. This protein contains aIl the rubredoxin conserved residues, 

including the four cysteine ligands (C6, C9, C39, C42) of the iron atom We next compared 

the sequence with rubredoxins of other micro-organisms using a binary alignment method. 

The data showed a high degree of sequence identity with other rubredoxins: from 78.8 % (for 

rubredoxin of C/ostridium stick/andii) 10 53.8 % (for rubredoxin of Peptococcus aerogenes) 

(fig. 1). 

3.2. Primer extension analysis of transcriptional start site: 

To defme precisely the transcriptional start site, primer extension was performed with reverse 

transcriptase using the Cellulorev2 primer. One single cDNA was obtained (fig. 3; PE, 

product of primer extension (2.5 ~l of the 10 ~I primer-extended product or 2.5 ~l of the 10-

fold diluted fragment, respectively), Cf AG, products of sequencing reactions obtained by 

using the same oligonucleotide. The position of putative -10 and -35 promoter sequences and 

transcriptional start site, on the complementary strand, are indicated). The 3' end of this 

cDNA, corresponding to the transcription start site, was located 62 bp upstream of the rub 

stan codon. Potential promoter sequences were identified: a 'TATA box' was detected 5 bp 

upstream the transcription stan site (5'-TATATA-3') and a potential-35 region was found (5'­

ITATGC-3') with a spacer length of 17 bp. In addition, a very A+T rich region (5'­

ITI"I l AAAAAAA-3') was found at position -50. Prediction of RNA secondary structure was 

made using Mfald pro gram We found that a stem-loop structure is likely to occur between 

positions 29 and 71 downstream the coding region of rub gene of C. cellulolyticum (fig. 2). 

This stem-Ioop structure includes a stretch of U residues and is followed by a rich A+ T region 

(5'-AAAA TI AAT-3'). 
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Figure 3. Determination of the transcription st art site of the l'ub gene ofC cellulolyticum. 

PE, product of primer extension; CT AG, products of sequencing reactions obtained by using 
the same oligonucleotide. The position of putative -10 and -35 promoter sequences and 
transcriptional st art site, on the complementary strand, are indicated. 
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3.3. Search for a NADH-rubredoxin oxidoreductase in C. cellulolyticum: 

An electron acceptor with high affinity for reduced Rd and low affinity for the 

diaphorases from the extracts is necessary 10 measure NADH-Rd reductase activities in 

c10stridial cTUde extracts. Metmyoglobin was shown to he the best electron acceptor of the 

reduced Rd and its use for the detection of NADH-Rd reductase in clostridia was established 

(29). No NADH-Rd oxidoreductase activity was detected in C. cellulolyticum ATCC 35319 

extracts. This result led us to use the NADH-Rd oxidoreductase from C. acetoburylicum 

ATCC 824 10 assay the Rd level in C. cellulolyticum assay since the C. cellu/o/yticum Rd was 

proved to react with metmyoglobin in the presence of this enzyme. In fact, we found that the 

rate of metmyoglobin reduction in the presence of the NADH-Rd-oxidoreductase from 

C. acetobury/icum was constant for al least three minutes and propoI1ional 10 the amount of 

C. cellu/o/yticum Rd added, between 0 and 600 picomoles. 

3.4. Examination of rubredoxin celi content in different stress conditions of 

C. cellulolyticum: 

Cells in exponential growth phase were challenged with different stress conditions 

(fig. 4) e.g., heat-shock (42 oC), salt stress (2.5 % NaCI), carbon starvation (by exhaustion or 

sudden starvation respectively), oxidative stress (02 or H202), acid stress (PH 5) or CO 

atmosphere for 30 min. These stress conditions were found to he optimal for 

C. ce//u/o/yticum (data not shown). 

The results obtained by measuring enzymatically the rubredoxin level (fig. 4a) were 

ID accordance with those found by electrophoresis of intracellular proteins of 

C. cellulolyticum (fig. 4b). As for the rubredoxin of C. pasteurianum (23) , rubredoxin of 

C. cellulolyticum was found to co-migrate with the front. No induction was obtained, neither 

during oxidative stress or heat-shock, nor in the other examined stress conditions; rather the 

rubredoxin level was found 10 decrease when cells were chaUenged with NaCI or carbon­

starved. When C. ceJ/ulolyticum was starved suddenly, no more rubredoxin was detected 

(fig. 4). 

Funhermore, the examination of rubredoxin level during the heat-shock treatment 

(after 5, 10, 15, 20 and 30 min of exposure to 42 OC) led 10 the same results e.g., no induction 

of this iron-sulfur protein in C. celiulolyticum (data not shawn). 
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Figure 4. Rubredoxin concentration in different culture condirions: 

(a) as measured enzymatically by the NADH-oxidoreductasel Melmyoglobin system (see 

material and methods). Results presenled are means of three differem detenninations from three 

clifferent samples. C, Control; C-slarved, carbon starvation by ex haustion and sudden starvation, 

respecti vely. 

(b) as analysed by SOS-PAGE. M, molecular-mass markers (indicated wilh lines): phosphorylase 

b, 94 kDa; albumin, 67 kDa, ovalbumin, 43 kDa, carbonic anhydrase, 30 kDa , trypsic inhibilor, 20 

kDa, a-Lactalbumin, 14 kDa; Rd. purified rubredoxin from C. cellu/olyticum; 1, Control experiment; 

2,42 oC for 30 min; 3. 2.5 % NaCI for 30 min; 4 and 5, Carbon starvation for 30 min (by exhaustion 

and sudden starvation, respectively) ; 6, O2 almosphere for 30 min; 7, pH 5 for 30 min; 8, H20 2 0.1 

mM for 30 min; 9. CO aLmosphere for 30 min. The arrow indicates the position of rubredoxin. 

137 



(a) 80 
~ . 70 c ,j -8 60 
0-
00 

50 E 
0 
E 40 
8 
c 30 .~ 

" 0 
'0 20 " ~ .D 

" 10 0:: 

0 

C 42 ·C NaCI 

Cul ture conditions 

(b) 

M Rd 1 2 3 4 5 Rd 6 7 8 9 

-. 

138 



4. DISCUSSION 

The sequence of the gene encoding the rubredoxin of C. ce//u/olyticum was 

detennined using peR and inverse peR. As for other clostridial genes, the G+C content is 

higher in the cading region (45 %) than in the intergenic region (35 %) (45) and is in the 

range expected for this bacterium since the reported mean G+C DNA content of 

C. ce//ulolyticum is 41 % (moderately low G+C content among saccharolytic clostridia) (31). 

A characteristic purine tract (AGGAGG) was found 5 bp upstream of the AUG start codon 

constituting a potential ribosome-binding site. hs sequence matches weIl thase found for other 

clostridial genes (45). However. spacing between the Shine-Dalgarno sequence and the 

initiation codon of clostridial ribosome-binding sites range from 6-13 nucleotides with an 

average value of 8 nuc1eotides. The spacing observed in the ruh gene of C. cellulolyticum is 

thus a tinle lower than the optimal spacing found in clostridia. 

The deduced amino-acid sequence gives a 52 amino-acid protein whîch contains ail 

the rubredoxin conserved residues, including the four cysteine ligands of the iron atom The 

alignment of this sequence with known sequences of other micro-organisms showed high 

homology with the rubredoxin of C. sticklandii (78.8 % homology) whereas less homology 

was found with the one of, although phylogenetically closely related, 

C. thermosaccharolyticum (69.2 %). These results suggest that C. cellulolyticum rubredoxin 

gene acquisition resulted from horizontal gene transfer rather than from vertical gene transfer. 

The promo ter sequences presumably recognized by the major form of clostridial 

RNA polymerase correspond to the canonical elements recognized by E. coli (Ea10
) and 

B. subrUis (Ea"): ·10 (5··TATAAT-3·) and ·35 (5'-TTGACA-3") regions separated by 17 bp 

(8). Patential -10 and -35 regians (5·-TATATA·3" and 5··TTATGC-3· respectively) were 

identified upstream the rub gene of C. cel/ulolyticum separated by the consensus length of 17 

bp. In addition, Graves and Rabinowitz (13) have previously suggested that Gram-positive 

bacteria might require an 'extended' promoter recognition site in which the -35 element is 

preceded by a poly-A tract around position -45. We found such A+T rich region (5'-

1 1 1 11 AAAAAAA-3') at position -50 of the rub gene of C. cellulolyticum. This sequence 

called the 'UP element' was recognised in some promoters as an additional important 

detenninant of promoter activity and is contacted by the a subunit of RNA polymerase (35). 

In addition, we found, by secondary structure prediction, that a stem-Ioop is likely to occur in 

the RNA transcript in positions 29 to 71 downstream the coding region of the rub gene of 

C. cellulolyticum. It includes a stretch of 5 U residues and is followed by an A+T rich region 
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(5'- AAAATTAAT-3'), characteristic of factor p-independent transcription terminators. Thus, 

since no ORF was found upstream and downstream sequenced regions of the rub gene of 

C. ce/lulolyticum, the rubredoxin gene of this bacterium probably constitutes an independent 

transcriptional unît, such result being already found in C. pasteurianum (23). Contrary to the 

clostridia, both coding regions for Rd and a Rd-oxygen-oxidoreductase are clustered in the 

same operon in Desulfovibrio gigas (5, 6), a bacterium where an electron transfer chain 

composed of Rd, a NADH-Rd oxidoreductase and a Rd-oxygen-oxidoreductase have been 

characterised. This was the fust disco very of a physiological role of Rd in su lfate-reducing 

bacteria. Such involvement of Rd into an aerabic pathway was not found in C. ce/lulolyticum. 

Indeed, no Rd-oxygen-oxidoreductase gene was detected in this bacterium and examination of 

Rd cell COntent during oxidative stress (H202 or 02) showed [hat this protein was not present 

at higher level than the control experimenl. 

Inhibition of hydrogenase under CO atmosphere mimics the early inhibition of 

growth observed for C. ce/lulolyticum due to NADH reoxidation default (26, 27). Since 

rubredoxin is likely to serve as an electron transfer protein, we checked for a potential 

induction of this protein in this particular stress condition. As for other examined stress 

conditions (salt stress, acid stress or carbon starvation), no induction of rubredoxin was found 

in this growth condition. In addition, since a rubredoxin-like protein could be involved in 

heat-shock stress response of C. acelObutylicum (2), we measured rubredoxin level during 

heat-shock treatment of C. ce/lulolyticum. Rubredoxin is unlikely to play such a role in 

C. cellulolyticum since no induction was found either. 

Many physiological functions have been proposed for rubredoxin in other bacteria 

(CO oxid.lion (33), in NADPH-nitrate ceduc,ase system (40), in lac,a'e me,abolism (4 1)) but 

they did not oceur in C. ceffulolytjcum since this bacterium does not possess such metabolic 

pathways. In addition, they require an associated oxidoreductase like NAD(P)H-Rd 

oxidoreductase, which was found to be absent in C. ceJ/ulolyticum. 

The high redox potential of rubredoxin prevents it from playing a raie in many 

electron transfer reactions and il is not clear, therefore, which electron transfer reaction is 

catalysed by rubredoxin, particularly so in C. ceJ/u/olyticum. Thus, the panicipation of Rd in a 

physiological reaction in a c10stridium remains to be demonstrated. 
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III. Conclusion. 

La séquence du gène codant la rubrédoxine de C. cellu/olyticum a été détenninée en 

utilisant les techniques de PCR et PCR inverse. grâce à des oligonucléotides obtenus à partir 

de la séquence du gène de la rubrédoxine de C. pasteurianum (Mathieu et al .• 1992). 

Comme pour d'autres gènes de clostridia, le pourcentage en G+C est plus élevé dans 

les régions codantes (45 %) que dans les zones intergéniques (35 %). Le pourcentage en G+C 

moyen obtenu est similaire à celui précédemment décrit pour cette bactérie (40-41 %) 

(Petitdemange et al., 1984). 

Un site de fIxation aux ribosomes potentiel (S'-AGGAGG-3'), dont la séquence est 

similaire à celle décrite pour d'autres gènes de clostridia, apparaît 5 paires de base en amont 

du codon d'initiation ATG. Cependant, l'espacement entre cette séquence de Shine-Dalgarno 

et le codon d'initiation est légèrement inférieure à celle décrite habituellement chez les 

clostridia (5 Nt contre 6-13 Nt) (Young et al., 1989). 

La séquence protéique déduite de la séquence du gène comprend 52 acides aminés, 

dont ceux qui sont conservés chez toutes les rubrédoxines y compris les 4 cystéines ligands de 

l'atome de fer. L'alignement de séquence de la rubrédoxine de C. ce/lu/o/yticum avec celles 

décrites chez d'autres micro-organismes laisse apparaître une très forte homologie avec la 

rubrédoxine de C. sticklandii (78 %) pourtant plus éloigné phylogénétiquement de 

C. ce/lu/olyticum que C. thermosaccharo/yticum (pourcentage d'homologie: 60,2 %). 

L'acquisition du gène de la rubrédoxine par C. ce/lulo/yticum pourrait donc résulter d'un 

transfert génique horizontal plutôt que vertical. 

Les séquences promotrices, reconnues par la forme majeure d'ARN polymérase chez 

les c1ostridia, sont similaires à celles décrites pour E_cr70
' chez E. coli et E_cr43 chez B. subti/is: 

régions -10 (5'-TATAAT-3') et -35 (5'-TIGACA-3') séparées de 17 paires de base (deHaseth 

et al., 1998). Des séquences ·10 (5'·TATATA-3') et -35 (5'·TIATGC·3') potentielles, 

séparées de la distance consensus de 17 paires de base, ont été identifiées en amont du gène 

de la rubrédoxine de C. ce//ulo/yticum. Par ailleurs, comme cela a été décrit chez d'autres 

bactéries à Gram positif, une séquence riche en A+ T (5'-11 1 ITAAAAAAA-3') apparaît en 

position -50. Cette séquence, appelée 'élément UP', pourrait être un élément important de 

l'activité des promoteurs et entrerait en contact avec la sous-unité a de l'ARN polymérase 

(Graves and Rabinowitz, 1986). 
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De plus, nous avons mis en évidence, par prédiction de la structure secondaire de 

l'ARNm (Jeager et al., 1989), l'existence d'une structure en tige-boucle susceptible de se 

former aux positions 29 à 71 en aval du gène de la rubrédoxine. Cette structure inclut une 

succession de 5 résidus uracile et est suivie d'une région riche en A+T (5'-AAAATTAAT-3'), 

caractéristique des terminateurs de transcription p-indépendants. Par ailleurs, puisqu'aucune 

ORF n'apparaît dans les régions amont et aval séquencées, il est probable que le gène de la 

rubrédoxine constitue une unité transcriptionnelle indépendante, comme cela a été décrit chez 

C. pasteurianum (Mathieu et al., 1992). Chez D. gigas, les gènes codant la Rd et la 

Rd-oxygène-oxydoréductase sont réunis au sein d'un même opéron. Les protéines 

correspondantes appartiennent à une chaîne de transfert d'électrons comprenant la Rd, une 

NADH-Rd-oxydoréductase et une Rd-oxygène-oxydoréductase, impliquée dans l'utilisation 

d'oxygène par cette bactérie (Chen et al., 1993a, b; Gomes el al., 1997). La participation de la 

Rd de C. cellulolyticum à une telle chaîne de transfert d'électrons est à écarter puisqu'aucun 

gène codant une Rd-oxygène-oxydoréductase. ni aucune activité NADH-Rd-oxydoréductase. 

n'ont été mis en évidence chez cette bactérie. De plus, le taux intracellulaire de rubrédoxine 

lors d'un stress oxydatif est identique à celui du témoin. 

L'inhibition de l'hydrogénase lors de cultures de C. cellulolyticum en atmosphère de 

CO provoque une inhibition précoce de la croissance de cette bactérie en conduisant à un 

défaut de réoxydation de NADH et à une accumulation de ce nucléotide réduit (Payot et al., in 

press). Comme la Rd pourrait servir de protéine de transport d'électrons (rôle démontré in 

vitro mais pas ill vivo chez C. pasleurianum (Lovenberg and Sobel, 1965», nous avons 

recherché une éventuelle induction de cette protéine dans les conditions précédemment citées. 

Comme pour d'autres conditions de stress examinées (PH acide, stress osmotique ou carence 

en carbone), aucune induction n'a é té mise en évidence. Par ailleurs, comme une protéine du 

même type que la Rd pourrait être impliquée dans la réponse à un choc thermique chez 

C. acetobutylicum (Bahl et al., 1995), nous avons déterminé le niveau intracellulaire en Rd 

dans des conditions de stress thermique. Les résultats obtenus (pas d'induction observée) vont 

à l'encontre d'un tel rôle pour la Rd chez C. cellulolyticum. 

Plusieurs rôles cataboliques ont été proposés pour la Rd: implication dans l'oxydation 

du CO (Ragsda1e et al., 1983), dans un système de réduction des nitrates (Seki et al., 1988) ou 

dans le métabolisme du lactate (Shimizu et al., 1989). Ces hypothèses concernant le rôle de la 

rubrédoxine peuvent être écanées chez C. cellulolyticum puisque cette bactérie ne posséde pas 

ces voies cataboliques particulières. Par ailleurs, ces voies requièrent une oxyda réductase 

telles qu'une NAD(P)H oxydoréductase, qui est absente chez C. ceJtulolyticum. 
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Le haut potentiel redox de la Rd l'empêche d'assurer un rôle dans de nombreuses 

réactions de transfert d'électrons. La réaction de transfert d'électrons à laquelle la Rd participe 

reste donc indéterminée, particulièrement chez C. cellulolyticum. L'élucidation du rôle de la 

Rd chez cette bactérie passe donc par la mise en évidence d'un partenaire redox potentiel de 

cette protéine. 

Les conditions de stress examinées (notamment stress thennique, osmotique et 

carence en carbone) ont fait préalablement l'objet d'une étude complète. Cette étude nous a 

permis de définir des conditions de stress optimales pour C. ce/lulolyticum. Nous avons 

également mis en évidence des protections croisées entre les différents stress, ce qui laisse 

supposer l'existence d'un système d'organisation similaire à celui décrit chez d'autres 

bactéries: existence de protéines de stress générales et protéines de stress spécifiques. 
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Conclusion générale et 
perspectives 



CHAPITRE 7. CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

L'optimisation du processus de cellulolyse, étape limitante du processus de 

biométhanisation, nécessite au préalable une connaissance approfondie des micro-organismes 

cellulolytiques, parmi lesquels C. cel/ulolyticum. 

Dans cette optique, nous avons examiné différents aspects du métabolisme de 

C. celfulolyticum, pouvant jouer un rôle dans la compétitivité de cette bactérie au sein de son 

écosystème naturel: 

./ analyse du phénomène d'inhibition de croissance précoce observé sur milieu de 

culture complexe par: .. l"étude du catabolisme du cellobiose chez C. cellulolyticum 

cultivé en chemostat sur milieu complexe' 

... la détermination de l''apport d'un milieu synthétique 

concernant les flux de carbone et d'électrons chez C. cellulolyticum lors de cultures en 

continu' 

.. l''analyse du processus d'inhibition de croissance et de sa 

levée lors de cultures en batch de C. cellulolyticum sur milieu complexe' . 

.1 détermination des conditions requises pour une sporulation efficace de ceUe 

bactérie: 'analyse de l'effet de la vitesse de croissance et de la disponibilité en cellobiose 

et en ammonium sur la sporulation de C. cellulolyticum' . 

.1 étude de la réponse à différents stress (thermique, osmotique et carence en 

carbone) de cette bactérie et analyse du rôle potentiel d'une protéine fer-soufre particulière, la 

rubrédoxine, en tant que protéine de stress chez ce micro-organisme: 'clonage, séquençage 

et caractérisation de la région promotrice du gène de la rubrédoxine chez C. 

cellulolyticum et détermination de la teneur des cellules en rubrédoxine dans différentes 

conditions de stress'. 

La mise en œuvre de cultures de C. cellu/olyticum en chemostat, sur milieu complexe 

en présence de cellobiose comme source de carbone, a pennis de dresser un schéma détaillé 

des régulations métaboliques mises en œuvre par cette bactérie. Le profil de fermentation, 

orienté majoritairement vers la formation d'acétate et non vers la production de composés plus 

réduits (lactate ou éthanol) , conduit à un défaut de régénération du NADH. La faible 

réoxydation de ce coenzyme entraîne une accumulation de celui-ci et pourrait limÎler la 
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croissance de la bactérie en inhibant l'activité GAPDH, enzyme qui nécess ite du NAD+ pour 

son fonctionnement. 

Le remplacement du milieu complexe par un milieu synthétique permet de multiplier 

par 2 la vitesse de consommation du cellobiose et de diminuer le rapport NADH/NAD+. Sur 

milieu synthétique, C. ce/lulolyticum est capable de mettre en place des régulations, telle 

qu'une induction de la production de lactate, qui n'étaient pas mises en œuvre sur milieu 

complexe. Cette induction de la production de lactate, qui intervient lorsque le pyruvate 

s'accumule, permettrait d'éviter que cette voie n'entre en compétition (i) avec la voie de la 

pyruvate-fd-oxydoréductase qui assure une production maximale d'ATP via la formation 

d'acétate et (ü) avec l'anabolisme puisque le pyruvate est un précurseur d'acides aminés. 

Sur milieu synthétique, le carbone issu du cellobiose peut entrer dans la composition 

de la masse cellulaire ou être utilisé pour produire de l'ATP alors que, sur milieu complexe, le 

cellobiose sert essentiellement de source d'énergie du fait de la présence de macromolécules 

préexistantes dans l'extrait de levure. Les conditions de culture sur milieu synthétique sont 

vraisemblablement plus proches de celles rencontrées par C. cellu/olyticum dans son 

écosystème naturel, ce qui expliquerait la mise en œuvre de régulations qui n'existaient pas 

sur milieu complexe. C. cellulo/yticum n'est pas adapté pour faire face à l'abondance 

nutritionnelle fournie par le milieu complexe, ce qui expliquerait le dérèglement interne 

observé chez cette bactérie cultivée sur ce milieu. Par ailleurs, les activ ités enzymatiques 

impliquées dans le catabolisme du carbone chez C. cellulolyticum (en particulier GAPDH, 

activité phosphoroclastique et acétate kinase), mesurées jn vitro, sont particulièrement 

élevées, compte-tenu des flu x de carbone observés chez cette bactérie. Elles pourraient 

permettre à C. celfulo/yticum d'entrer en compétition de façon efficace avec les autres 

bactéries non cellulolytiques de son écosystème, vis-à-vis de l'utilisation des substrats 

carbonés. 

Ces informations sont importantes pour appréhender le comportement de 

C. cellu/o/yticum dans son milieu naturel. Cependant, une étude du métabolisme de cette 

bactérie dans des conditions plus proches de celles rencontrées dans son écosystème 

s'avèrerait utile: (i) en utilisant comme substrat la cellulose afin d'obtenir un flux de carbone 

lent, limité par la vitesse d'hydrolyse de la cellulose; (ü) en recréant un écosystème par le 

biais de co-cultures de cette bactérie avec d'autres bactéries notamment méthanogènes qui, par 

le biais de transferts interspécifiques (H2 notamment) favoriseraient le catabolisme de cette 

bactérie. 
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Lorsque des cultures en batch sur milieu complexe sont réalisées en fermenteur à pH 

régulé avec une concentration élevée en cellobiose (23,4 rrlM), la croissance de 

C. cellulolyticum est biphasique et la biomasse finale obtenue est doublée par rapport à une 

croissance classique. La première phase de croissance est caractérisée par une faible 

production d'éthanol et de lactate. Le système NADH·fd·oxydoréductase/hydrogénase 

constitue alors la voie majeure de régénération du NADH mais n'est pas suffisante pour 

régénérer la totalité du NADH, ce qui conduit à une accumulation de ce coenzyme réduit. 

Contrairement à ce qui était observé lors des cultures en continu, une induction de la 

production de lactate a alors lieu. Cette induction, corrélée à une augmentation de l'activité 

lactate déshydrogénase, est concomittante avec la diminution de la concentration en NADH. 

Cela permet une reprise de la croissance et de la consommation du cellobiose. Ce phénomène 

peut être reproduit en réalisant les cultures sous atmosphère de CO, inhibiteur de l'activité 

hydrogénase. Cette inhibition conduit à un défaut de réoxydation du NADH, induisant ainsi 

une augmentation de la teneur en NADH intracellulaire. Dans ces conditions de culture, une 

induction de la production de lactate est également observée. 

De nombreux clostridia sont capables d'induire des changements métaboliques, 

comme C. acetobutylicum qui peut déclencher une production de solvants (Girbal et al., 

1995a). C. cellulolyticum, cependant, est capable d'induire la production de lactate, donc d'un 

deuxième acide, plus fort que l'acétate. et non d'un solvant. Ce comportement est inhabituel 

chez les clostridia puisque ces bactéries ont un pH intracellulaire plus élevé que les bactéries 

lactiques, ce qui les contraint à occuper une niche écologique moins acide. Il serait donc 

intéressant. compte·tenu de ce comportement particulier, d'étudier les régulations du pH 

intracellulaire chez cette bactérie. 

Nous avons montré, par ailleurs, que C. cellulolyticum était capable d'augmenter son 

pool NADH+NAD+ comme cela a été décrit chez d'autres clostridia (Abbad-Andaloussi el al .• 

1996; Decker and Pfitzer, 1972). Cela permettrait à la cellule de maintenir une teneur 

constante en NAD+ nécessaire au catabolisme du cellobiose. Cette capacité de la bactérie à 

ajuster son pool NADH+NAD+ en fonction des besoins pourrait également constituer une 

voie d'études ultérieures intéressante. L'étude des régulations s'exerçant sur la synthèse de ce 

coenzyme pourrait notamment apporter des informations utiles à la compréhension du 

métabolisme de C. ce//ulo/yticum. 

Jusqu'à maintenant, très peu d'études ponant sur la sporulation chez les clostridia et 

chez les bactéries cellulolytiques ont été réalisées (Sauer el al., 1995). Nous avons montré, 
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lors de ces cultures en continu de C. cel/ulo/yticum, que le pourcentage de sporulation est 

dépendant de la vitesse de croissance de la bactérie. En effet , un pourcentage significatif de 

sporulation n'est observé que pour de faibles taux de dilution, correspondant à des vitesses de 

croissance faibles. 

Par ailleurs, nous avons montré qu'une carence en cellobiose ou en ammonium 

n'induisait pas le processus de sporulation chez C. cel/ulo/yticum. Ces résultats démontrent 

qu'une source de carbone et d'ammonium est nécessaire au déroulement de la sporulation chez 

cette bactérie, comme cela a été décrit chez d'autres clostridia (Sauer et al., 1995; Woods and 

Jones, 1986). 

Cependant, la sporulation de C. ce/lu/o/yticum est réprimée en présence d'un excès de 

cellobiose. C. ce/lu/olyticum présente donc un comportement similaire à C. pelfringens (Shih 

and Labbé, 1994) ou C. thermosaccharolyticum (Hsu and Orda1, 1969), par opposition à 

C. butyricum ou C. acetobutylicum, bactéries chez lesquelles la sporulation n'est pas soumise 

à une répression catabolique (Woods and Jones, 1986). 

Le flux d'ammonium est un facteur important également puisque même en présence 

d'un excès de cellobiose, une limitation en ammonim, réalisée lorsque la vitesse de croissance 

est faible, permet d'induire la sporulation de C. ce/lulo/yticum. 

Par ailleurs. chez certains clostridia, une accumulation de glycogène intervient à la 

fin de la phase exponentielle avant le déclenchement de la sporulation et ce composé est 

dégradé par la suite lors du déclenchement de la sporulation. Cela suggère que ce polyglucane 

de réserve pourrait servir de source d'énergie pour la formation des spores et leur maturation 

(Bergère et al., 1975; Reysenbach et al., 1986; Robson et al., 1974; Strasdine, 1972). 

Cependant, chez C. cellu/olyticum, nous n'avons obtenu aucune corrélation entre 

accumulation ou utilisation de glycogène et formation de spores. 

L'initiation de la sporulation est un phénomène très complexe qui nécess ite la 

réunion de multiples paramètres phys iologiques. Chez B. subtilis, une variété de conditions 

physiologiques (signaux nutritionnels, densité cellulaire, période du cycle cellulaire, .. . ) 

génère des signaux, qui sont captés et traduits à l'intérieur de la cellule et influencent des 

protéines régulatrices de la sporulation (Errington, 1993; Haldenwang, 1995; Piggot, 1996). 

Lors de cette étude, nous avons mis en évidence que C. ce//ulo/yticum ne sporule que dans 

une gamme très restreinte de vitesses de croissance et d'appons en cellobiose. De plus, des 

paramètres tels que la concentration en ammonium ou la composition du milieu modifient le 

pourcentage de sporulation. Il apparaît donc vraisemblable qu'une régulation aussi complexe 

que celle décrite chez B. subtilis a lieu chez cette bactérie. Il serait donc intéressant 
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d'approfondir les connaissances concernant la sporulation chez cette bactérie en utilisant 

notamment une approche moléculaire. Cela apporterait des informations primordiales 

concernant les voies de régulation de ce processus de différenciation chez les clostridia. Il 

serait également intéressant d'étudier la relation entre catabolisme du carbone et de l'azote, 

concernant l'induction de la sporulation de C. cellu/o/yticum . 

./ La détermination de la séquence du gène de la rubrédoxine chez C. ce//u/o/yticum 

et l'analyse des variations de la teneur des cellules en rubrédoxine nous a permis: 

.. de mettre en évidence des séquences nucléotidiques impliquées dans 

la traduction et la transcription chez cette bactérie et de comparer ces séquences à celles 

décrites chez d'autres bactéries 

.. d'apporter une preuve supplémentaire de l'ubiquité et de la 

conservation de la séquence de la rubrédoxine chez les bactéries anaérobies . 

.. de réfuter certaines hypothèses concernant le rôle de cette protéine 

chez C. ce/lu/o/yticum. 

Afm d'élucider son rôle, plusieurs approches seraient intéressantes: (i) dresser un 

schéma complet des variations de la teneur en rubrédoxine des cellules, (ü) identifier un 

partenaire redox potentiel de cette protéine, (iii) 'disrupter' le gène correspondant pour 

déterminer sa fonction. 

Le travail concernant la réponse à différents stress de C. ce//u/o/yticum, réalisé 

préalablement à l'étude précédente, nous a permis de définir des conditions de stress optimales 

pour cette bactérie. Nous avons également mis en évidence des protections croisées entre les 

différents stress, ce qui laisse supposer l'existence d'un système d'organisation similaire à 

celui décrit chez d'autres bactéries: existence de protéines de stress générales et protéines de 

stress spécifiques. La caractérisation de ce type de systèmes recquiert l'utilisation de la 

technique d'électrophorèse bidimensionnelle de protéines (2D). Les premiers essais, portant 

sur l'incorporation de méthionine marquée au sein des protéines et l'adaptation d'un protocole 

de 2D à cette bactérie, sont encourageants mais requièrent un investissement (matériel et de 

temps) beaucoup plus important. Ils ouvrent la voie à un sujet d'études très vaste et d'actualité, 

qui mérite d'être pleinement exploré. 

En conclusion, les travaux réalisés dans le cadre de cette thèse ont mis en évidence 

certains aspects du métabolisme de C. ce//ulolyticum, reliés à la capacité d'adaptation de cette 
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bactérie au sein de son écosystème naturel. Nous nous sonunes essentiellement intéressés aux 

facteurs pouvant inhiber la croissance de cette bactérie. aux conditions de sporulation et à la 

réponse à différents stress de celle-ci. Toutefois, il apparaît évident que l'ensemble de ces 

travaux ne constitue qu'une ouvenure sur d'autres recherches encore plus vastes. telles le 

mécanisme et les régulations au niveau moléculaire du processus de sporulation ou la 

caractérisation des différents systèmes de réponse au stress de cette bactérie. Ces études 

contribueraient, non seulement à une meilleure connaissance générale du processus de 

sporulation et de la réponse au stress chez les clostridia, mais aussi à mieux appréhender le 

componement de ces bactéries au sein de leur écosystème naturel. Ces bactéries jouent un 

rôle imponant dans la dégradation anaérobie de la cellulose, étape importante du processus 

plus général de biométhanisation. Toutes ces infonnations pourraient donc se révéler 

intéressantes pour optimiser ce procédé, dont l'utilisation en vue du recyclage des déchets 

cellulosiques pourrait être amenée à se développer dans un proche avenir. 
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RESUME 

Des cultures en chémostat de Clostridium cellulolyticum ont été mises en œuvre en 

présence de cellobiose comme source principale de carbone. Sur milieu complexe" le profil de 

fermentation, orienté majoritairement vers la production d'acétate, conduit à un défaut de 

régénération du NADH. Il en résulte une accumulation de ce coenzyme réduit qui pourrait 

limiter la croissance bactérienne en inhibant l'activité glycéraldéhyde-3-P-déshydr0génase. 

Sur milieu synthétique, la mise en place de régulations particulières (induction de la 

production de lactate notammeilt) permet de diminuer le rapport NADHlNAD+ et d'augmenter 

la vitesse de consommation de cellobiose. Une induction de la production de lactate est 

également obtenue lors de cultures en batch de C cellulolyticum sur milieu complexe, à pH 

régulé avec une concentration de cellobiose élevée. Cette induction permet une reprise de la 

croissance bactémenne en favorisant la régénération du NADH, doublant ainsi la biomasse 

bactérienne finale obtenue. 

L'étude des conditions de sporuIation de C. cellulolyticum a permis de montrer què 

ce processus (i) est dépendant de la vitesse de croissance de la bactérie, (ii) n'est pas 

déclenché par une carence en cellobiose ou ammonium et (iii) est soumis à une répression 

catabolique par le cellobiose. 

Un gène codant pour une rubrédoxine, protéine fer-soufre qui pourrait servir de 

transporteur d'électrons, a été mis en évidence chez C. cellulolyticum. L'analyse de ce gène et 

des variations de la teneur des cellules en rubrédoxine a permis (i) de mettre en évidence des 

signaux caractéristiques de transcription et de traduction, (ii) de réfuter certaines hyp0thèses 

concernant le rôle de cette protéine (notamment dans la résistance à certains stress). 

J'<!ûts-c1é: 

Clostridium cell"labyticum, chémostat,.inhibition de croissance, rapport NADWNAD+, 

sporulation, carence carbonée, rubrédoxine, stress. 
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