La nitrogénase des Cyanobactéries :
Comparaison de Pactivité in vivo

et in vitro
des formes hétérocystées,
homocystées et unicellulaires

RESUME

Trois souches de Cyanobactéries : Anabaena 7120, Gloeo-
capsa 6909 et Plectonema 73110 sont utilisés pour comparer
les trois modes possible de fixation dazote : aérobiose avec
hétérocystes, aérobiose avec des formes unicellulaires et en
conditions microaérophile.

La comparaison a porté sur Pactivité réductrice d’acéty-
léne (A.R.A.) in vivo et in vitro et sur la solubilité de la
nitrogénase.

Les souches sont cultivées sur le milieu BG 11 sans azote
minéral, gazé avec Ar-CO; (99-1) pendant 48 h. Apres cen-
. trifugation, les extraits bruts sont préparés par suspension
des cellules dans un tampon glycyl-glycine 0,1 m pH 7.4
(v/v) contenant 1 mM d’ATP et 09 mg/ml de Na:S:0,
cassage a la French Press (20000 p.s.i.) sous une stricte
anaérobiose, puis conservation dans lUazote liquide.

Chacun des facteurs de la réaction in vitro de VA.R.A. a
été testé, puis utilisé a sa concentration optimale. On a noté
une différence significative pour la concentration en dithio-
nite (optimum a 5 mM pour A. 7120 et G. 6909, 10 mM pour
P. 73110). Deux centrifugations préparatives successives ont
montré une étroite relation entre la solubilité de 'enzyme
chez A. 7120 et P. 73110.

Morts-cLEs : Cyanobactérie — Nitrogénase — Activité réduc-
trice d’acétyléne — Extraits bruts.

1. INTRODUCTION

L’enzyme nitrogénase, responsable de lactivité fixa-
trice des procaryotes (Kleiner, 1975) est constituée de
2 ferroprotéines sulfurées sensibles a 'oxygéne (Zumft
et Mortenson, 1975). Il réduit N, en NH; mais aussi
d’autres substrats possédant une triple liaison. En

Cah. O.RS.T.O.M., sér. Biol., vol. XIII, n° 2, 1978 : 143-155.

Pierre Adrien REYNAUD

Laboratoire de Microbiologie du Sol,
ORSTOM, BP 1386, Dakar, Sénégal.

ABSTRACT

CYANOBACTERIA NITROGENASE : IN VIVO AND IN VITRO ACTIVITY
FOR HETEROCYSTOUS, HOMOCYSTOUS AND UNICELLULAR FORMS,

Three strains of Cyanobacteria : Anabaena 7120, Gleeo-
capsa 6909 and Plectonema 73110, were used to compare
the three possible patterns of Nefixation : aerobiose with
heterocysts, aerobiose with unicellular forms and microaro-
phylic conditions. Comparison was based on in vivo and in
vitro acetylene reducing activity (A.R.A.) and solubility of
nitrogenase. -

Algae were grown in BG Il medium free of combined
nitrogen, bubbled with Ar-CO; (99-1) for 48 h. After har-
vesting, extracts were prepared by suspending the cell con-
centrate in 0,1 M glyc-glyc buffer pH 74 (v/v) with ATP
1 mM, Na.S.0, 0,9 mg/ml; disrupted in a French Press
(20 000 p.s.i.) under strict anaerobic conditions, then stored
in liquid nitrogen.

Each factor of A.R.A. reaction in vitro was tested, then
optimum concentrations were used : a significant difference
was noted for dithionite (optimum 5 mM for A. 7120 and
G. 6909, 10 mM for P. 73110). Two preparative centrifuga-
tions showed a close relation between A. 7120 and P. 73110
nitrogenase solubility.

Key worps: Cyanobacteria — Nitrogenase — Acetylene
reducing activity — Crude extracts.

particulier, la réduction de D’acétyléne en éthyléne,
facilement dosable par chromatographie en phase
gazeuse, sert 3 mesurer l’activité de ’enzyme (Dilworth,
1966).

Chez les Cyanobactéries, il est maintenant certain
que les trois grands groupes morphologiques (formes
unicellulaires, formes filamenteuses sans hétérocystes,
formes filamenteuses avec hétérocystes) possédent des

143




P. A. Reynaud

espéces fixatrices d’azote (Stewart, 1977). Les seules
différences portent sur leur comportement vis-a-vis de
l'oxygéne dégagé par la photosynthése (Stanier, 1974).
On peut distinguer une activité fixatrice aérobie soit
par les formes hétérocystées (Fogg, 1949) soit par des
formes unicellulaires (Wyatt et Silvey, 1969) et une
activité en microaérophilie chez des formes homo-
cystées (Stewart et Lex, 1970).

Dans ce travail sont comparées les conditions opti-
males de fixation d’azole in vivo el in vitro déterminées
pour lrois souches représentant chacun de ces groupes :
Anabaena sp. (hétérocystée), Gloeocapsa sp. (unicellu-
laire), Plectonema boryanum (homocystée).

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. MATERIEL BIOLOGIQUE ET CONDITIONS DE CULTURE

Les trois souches de Cyanobactéries étudiées provien-
nent de la collection du Professeur R.Y. Stanier (Institut
Pasteur, Paris). Ce sont : Anabaena sp. 7120, Plecto-
nema boryanum 73110, Gloeocapsa sp. 6909 (LB. 795).

Ces souches ont été cultivées en flacon de 10 1 et en
conditions axéniques suivant la technique décrite par
Reynaud (1977). Des mesures réguliéres de la densité
optique et de Dactivité nitrogénasique ont été effectuées
pendant toute la durée de la phase exponentielle de
croissance sur milieu BG 11 de Allen et Stanier (1968)
ot 'on supprime le nitrate, seule source d’azote (BG
110). Les cellules sont gazées par un mélange air-CO,
(99-1; v/v) et agitées continuellement. En fin de phase
exponentielle le gazage est effectué par un mélange
Argon-CO, (99-1; v/v) afin de déréprimer Dactivite
nitrogénasique. Aprés 48 heures d’anaérobiose les
cellules sont centrifugées en continu avec un dispositif

KSB-SORVAL RC2-B a 10800 X ¢g.

Dans le cas particulier de Plectonema boryanum
incapable d’utiliser I’azote moléculaire en aérobiose,
1 1 de culture sur milien BG 11 sert a inoculer un
flacon de 10 1 de milieu BG 11 limité en nitrate (10 %
de la concentration normale). A la fin de la phase
exponentielle de croissance, la culture est centrifugée
stérilement et le culot resuspendu dans 1 1 de milieu
BG 110, puis, gazée 4 jours avec le mélange Argon/CO.
(99-1 v/v).

2.2. PREPARATION ET CONSERVATION DES EXTRAITS BRUTS

Les culots provenant de la centrifugation des cultures
sont préparés suivant une technique précédemment
décrite (Reynaud, 1977). Les extraits bruis sont déposés
goutte a goutte dans D’azote liquide (— 180°C) ou ils
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se congelent en formant de petites billes facilement
manipulables par la suite. Les billes sont stockées dans
des tubes a vis en polypropyléne dans un réservoir
d’azote liquide (Cryenco) ou sous atmospheére d’azote
a—25"C.

Dans ces conditions P’activité nitrogénasique des
extraits bruts reste constante pendant au moins 6 mois.
Les mesures d’activité nitrogénasique s’effectuent sur
les extraits décongelés et placés sous argon a la tempé-
rature du laboratoire. On n’observe pas alors de perte
d’activité pendant les 3 heures suivantes.

2.3. Mesure de Pactivité nitrogénasique

L’activité nitrogénasique in vivo et in vitro est déter-
minée par la mesure de l'activité réductrice d’acétylene.

Mesures in vivo. Un échantillon (7 ml) provenant de
la culture en flacon de 10 1, prélevé stérilement est
déposé dans une fiole pour culture de tissus de 40 ml
(Flacon Plastics, Division of Bio Quest, BD, Los
Angeles, USA). La turbidité est comprise entre 80 et
160 unités Klett a 650 nm (Colorimeétre Klett-Summer-
son : Arthur Thomas Company, Philadelphia, USA).
Les fioles sont gazées pendant 1 mn avec de I’Argon
N50 puis fermées dans le courant d’argon avec des
bouchons a vis i opercule en caoutchouc. L’expérience
commence par linjection de 3,3 ml d’acétylene N25,
soit 1/10 du volume gazeux. Les fioles sont placées sur
un agitateur 3 mouvement rectiligne alternatif (75 mvts
par mn; model G2, New Brunswick Scientific Co. Inc)
sous un éclairage de 2000 lux dispensé par lampes
circulaires froides (OSRAM. L. 22 w/25 C white).
Toutes les 10 mn un échantillon gazeux (0,5 ml) est
prélevé.

Mesures in vitro. Pour obtenir une activité nitro-
génasique avec les extraits bruts, il faut fournir : MgCl,,
un réducteur puissant, un systéme régénérateur d’ATP.
Les concentrations des constituants nécessaires a la
réaction sont celles utilisées par Eady et coll. (1972)
en début d’expérience et ont ensuite été progressivement
optimisées. Les conditions de la réaction et le dosage
de lactivité nitrogénasique par chromatographie en
phase gazeuse ont été décrites par ailleurs (Reynaud,
1977).

L’activité spécifique est exprimée en nanomoles
d’éthyléene formé par minute et par milligramme de
protéine. Les protéines sont mesurés par la méthode de
Folin-Ciocalteau (Lowry et coll., 1951).

2.4. PRODUITS UTILISES

Les différents sels utilisés pour I’élaboration des

milieux, MgCl.6H,0, Na,S,0,, sont des produits

Cah. O.RS.T.OM., sér. Biol., vol. XIII, n° 2, 1978 : 143-155.
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chez Anabaena 7120 sur le milien BG 110.

Merck. La créatine phosphate et la créatine phospho-
kinase (EC 2.7.3.2.) sont des produits Boehringer.
L’adénosine triphosphate (ATP) est un produit Fould-
Springer, l’acide 3-(N-2-hydroxyéthyl pipérazine-N’-yl)
éthane sulfonique (HEPES), un produit SIGMA.

3. RESULTATS ET DISCUSSIONS

3.1. ACTIVITE NITROGENASIQUE in vivo

3.1.1. Aspect microscopique des souches étudiées

L’absence d’azote minéral dans le milien se traduit
par certaines modifications morphologiques des souches

(planche I) :
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On notera chez Anabaena 7120 la formation d’heté-
rocystes (1b) qui constituent alors 5% de la popula-
tion cellulaire. De Vasconcelos et Fay (1974) signalent
dans les cellules végétatives une accumulation de lipides
et glycogéne. Chez Plectonema 73110 (photo 2a, 2b)
il n’existe pas de différentiation cellulaire, par contre
les cellules sont de plus grande taille sur milieu sans
nitrate. On observera chez Gloecapsa 6909 (3 a, 3b)
I'importance prise dans ce cas par la gaine a feuillets

multiples.

3.1.2. Dérépression de Ulactivité nitrogénasique sous

Argon chez A. 7120 et G. 6909.

Les figures 1 et 2 représentent lactivité fixatrice et
la croissance d’Anabaena 7120 et de Gloeocupsa 6909
cultivées sur milieu BG 110 a 25 °C avec un éclaire-

145




P. A. Reynaud

PrancHE 1. — Les photos de gauche représentent les 3 souches poussant sur milien BG11; les photos de droite représentent
les 3 souches poussant sur milieu BG 11 sans nitrate en fin de phase exponentielle de croissance. la, 1b: A. 7120;
2a,2b: P.73110; 3a, 3b : G. 6909.
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ment dont Dintensité est progressivement augmentée
en fonction de la densité optique de la culture.

Le temps de doublement est de 108 h pour G. 6909
et de 48 h pour 4. 7120. Sur BG 11 ces temps sont
respectivement de 106 h et de 13 h. L’activité réduc-
trice faible pendant toute la phase de croissance expo-
nentielle augmente a la fin de celle-ci alors que le

pourcentage d’hétérocystes reste constant (Bradley et
Carr, 1976).

Le gazage en fin de croissance par un mélange
argon-CO, (99-1, v/v) augmente considérablement acti-
vité nitrogénasique. Ce gazage évite la formation d’un
pool intracellulaire de composés azotés ce qui permet
une dérépression continue de la synthése de la nitro-
génase (Neilson et coll.,, 1971). Chez G. 9609, lorsque
la culture vieillit, ce gazage permet également de
limiter D’effet de l’accroissement du dégagement d’O,
résultant d’une augmentation de la concentration en
pigments photosynthétiques (Gallon et coll., 1974).
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3.1.3. Induction de Pactivité nitrogénasique chez Plec-
tonema 73110

Sur BG 11 limité en nitrate, la culture est gazée par
le mélange Ar-CO, en fin de phase exponentielle comme
pour les deux autres souches. Aprés une latence de
40 heures une activité nitrogénasique trés importante
(jusqu’a 25 nm C,H; min—1-mg—1) se développe en
48 h puis diminue rapidement. Cette diminution pour-
rait s’expliquer par un épuisement des substrats stockés
ou par une alternance dans le temps des réactions de
photosynthése et de fixation d’azote comme le suggérent
Weare et Benemann (1974).

3.2. CONDITIONS DE REDUCTION DE L’ACETYLENE IN VITRO

Le tableau I confirme la nécessité d’ajouter aux
extraits bruts de I’ATP, du dithionite et du MgCl,.

Nous examinerons successivement les variations de cette
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D.0.en nMC;H,
Unités Klett ‘ /mg protéine/mn
200 -

150

100
80
« 20
60 L
40 15
<4 10
2
45
mise sous ArgorgCQ,
N . R o A .
- jours
2 4 6 8 10 12 14
HB—M® Croissance ® @ Activité nitrogénasique
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milieu BG 110 et gazée avec argon-CO..

TasLEaU I
Mise en évidence des réactifs nécessaires a la réduction de 1’acétyléne par la nitrogénase dans les extraits bruts
des 3 Cyanobactéries étudiés.
Pour un volume total 1,5 ml le mélange complet est composé de 20 pm MgCl: 6H.0, 8 ;um Na.S:0i, 8 pm ATP, 124 pm
créatinephosphate, 0,2 mg de créatine phosphokinase, 40 m HEPES a pH 74, 3 mg de protéines et de la quantité d’eaun
désaérée suffisante.

Anabana 7120 Plectonema 73110 Gloeocapsa 6909
Act. spéc. % Act. spéc. % Act. spec. %
Mélange réactionnel complet 0,410 100 2,71 100 3,55 100
Sans extraits bruts 0 0 0 . 0 0 0
Sans ATP 0,005 1,25 0,16 6 0 0
Sans créatine kinase 0 0 0 0 0 0
— créatine phosphate
Sans dithionite 0,011 2,75 0,56 20 0,24 6,7
Sans MgCl, 0,035 8,50 0,17 6,5 0,05 1,4
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activité en fonction de la concentrations de ces éléments
et du pH, facteur essentiel de la réaction.

3.2.1. pH optimum de Dlactivité nitrogénasique dans les
extraits bruts.

Les résultats de la fig. 4 a complétent ceux obtenus
par Bothe (1970). Ils montrent que le pH optimum
est voisin de 7,2 dans le tampon HEPES 26,6 mM.

3.2.2. Influence de la concentration en dithionite

La figure 4b montre que la concentration optimale
en NayS,0, pour 4. 7120 et G. 6909 est de 5 mM. Ces
résultats sont en accord avec ceux de Haystead et
Stewart (1972) et Gallon et coll. (1972). Avec l'extrait
de P. 73110 Dactivité maximale est obtenue avec une
concentration de 10 mM. On notera que cette concen-
tration inhibe & 30 9% [I’activité nitrogénasique des
deux autres souches. La concentration de 10 mM sera
employée pour optimiser I'activité de P. 731I10.

3.2.3. Influence de la concentration en MgCl,

Chez les trois souches I’activité nitrogénasique maxi-
male est obtenue pour une concentration de 10 mM de
Mg2+ (fig. 4 ¢). Aux fortes concentrations (+ de 30 mM)
nous observons, en accord avec Sorger (1969), une
diminution de I’activité qui pourrait résulter d’une
modification des interactions entre les polymeéres de
la nitrogénase (Burns et Hardy, 1975).

3.2.4. Influence de la concentration en ATP

Dans le mélange réactionnel les concentrations du
systeme régénérateur d’ATP restent constantes, et seule
la concentration en ATP varie. La figure 4 d indique
un optimum vers 5 mM. Une inhibition de 50 9% de
Iactivité est observée avec 8 mM d’ATP.

Il existe un rapport entre les concentrations opti-
males en Mg2+ et en ATP. Pour Burns (1969), il
est de 0,5 chez Azotobacter; chez Anabaena cylindrica
il est de 0,75 a 1,25 pour Bothe (1970) et de 1 a
1,5 pour Haystead et Stewart (1972). Les rapports
Mg2+/ATP que nous avons déterminés sont un peu
supérieurs a ces valeurs: A. 7120 : 1,66; P. 73110 : 1,8;
G. 6909 : 15.

3.2.5. Influence de la concentration en créatine phos-
phate

En présence de 0,2 mg/ml de créatine phosphokinase
et de la concentration optimale en ATP, la concentra-
tion optimale en créatine phosphate est de 8 mM
(fig. 4 e). Une légére inhibition est observée chez les
3 Cyanobacteries au-dela de 13 mM.
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3.2.6. Influence de la concentration en extraits bruts

L’activité réductrice exprimée en mM de C;H, formé
par mn est proportionnelle a la quantité d’extrait expri-
mée en mg de protéine par ml entre 1 et 4,5 mg
(fig. 4f). On retrouve chez les trois Cyanobactéries
deux caractéristiques communes :

— Un effet de dilution : I'activité spécifique est plus
faible au-dessous de 1 mg de protéines par ml. Sorger
(1971) a constaté le méme effet chez Azotobacter
vinelandii. I1 a émis I’hypothése que les 2 protéines
sont facilement dissociables a de faibles concentrations;
or la protéine ferrique est trés semsible a 'oxygéne et
une contamination méme faible pendant les manipula-
tions pourrait expliquer cette perte d’activité. Burns et
Hardy (1975) suppriment cet effet en ajoutant de la
protéine ferrique purifiée.

— Un effet inhibiteur aux concentrations en protéi-
nes supérieures a 5-7 mg: Eady et Postgate (1974)
l’observent lorsque le rapport molaire Mo-Fe-protéine/
Fe-protéine est supérieur a 2.

Au tableau II sont regroupés les concentrations opti.
males des cofacteurs de la réduction de acétyléne
dans les extraits bruts des trois Cyanobactéries. Chez
P. 73110 fixateur seulement en microaérophilie, la
concentration optimale en dithionite est double de celle
qui est nécessaire pour les deux autres algues.

L’activité mesurée in vitro aprés optimisation repré-
sente en moyenne 309 de lactivité spécifique in
vivo juste avant le cassage pour A. 7120, 76 9, pour
P. 73110 et 95 9 pour G. 6909. La perte d’activité
importante observée chez A. 7120 semble due au fait
que la nitrogénase, aprés le cassage des hétérocystes
n’est plus protégée contre l'oxygeéne.

»

TasLEau II

Concentrations optimales des co-facteurs nécessaires a la
réduction de D’acétyléne dans les extraits bruts des 3 Cyano-
bactéries et ecaractéristiques cinétiques.

Anabaena | Plectonema | Gloeocapsa
7120 73110 6909
pH 7.2 72 72
Tampon mM Hepes 26,6 | Hepes 26,6 |Hepes 26,6
MgCl2 mM ' 10 10 10
ATP mM 5 5 5
Créatine kinase mg/ml 0,2 0,2 0,2
Créatine phosphate mM 8 8 8
Dithionite mM 5 10 5
Protéines mg/mi 2.7 1-5 145
Km (atmosphére (C,H,) 0,0094 0,0115 0,102
Vm : nM C,H, /mn/mg 2,32 5,50 3,33
149
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3.3. CARACTERISTIQUES CINETIQUES DE L’ACTIVITE DE LA
NITROGENASE DANS LES EXTRAITS BRUTS

3.3.1. Influence de la durée de la réaction

La figure 5 montre que la vitesse de la réaction
est constante pendant 30 mn. Les résultats rapportés
dans cette étude ont été obtenus aprés 15 mn d’incuba.
tion; ils correspondent donc a une vitesse initiale (vi)
constante.

3.3.2. Influence de la concentration en substrat

Les activités ont été mesurées sous une méme pres-
sion quelle que soit la concentration en C,H,. La
cinétique de I’activité nitrogénasique chez ces trois
souches est de type michaélien.

Les Km déterminés sur. la figure 6 par les coordon-
nées de Linewaer et Burk sont voisins de 0,01 atmos-
phére d’acétyléne (tabl. II). Ces valeurs sont semblables
a celles de C. pasteurianum (Schollhorn et Burris,
1967) et A. vinelandii (Rivera-Ortis et Burris, 1975)
mais différentes de celles de K. pneumoniae: 0,04
(Parejko et Wilson, 1971), Gloeocapsa: 0,0035 (Gallon
et coll.,, 1972), A. cylindrica et P. boryanum 0,02 et
0,06 respectivement (Haystead et coll., 1970).

Le Km pour l’acétyléne dépendant du rapport Mo-
Fe-protéine/Fe-protéine (Shah et coll., 1975). un Km
observé relativement élevé pourrait traduire un rapport
optimum entre les deux protéines lorsque les conditions
optimales de réaction sont réalisées dans les extraits
bruts de ces trois Cyanobactéries.
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La représentation de Hill (fig. 7) détermine un
nombre de Hill voisin de 1, confirmant I’hypothése
qu’il n’y a qu'un site de fixation pour l'acétyléne par
molécule de nitrogénase.

3.4. ETAT DE L’ENZYME DANS LES EXTRAITS BRUTS

Nous avons cherché a déterminer I’état de ’enzyme
(soluble ou particulée) aprés un cassage des cellules
a la French Cell Press a 20000 p.s.i. Pour cela nous
avons soumis les extraits bruts a deux centrifugations
successives. L’activité nitrogénasique des culots est
mesurée aprés resuspension dans un volume de tam-
pon glyeyl-glycine 0,1 M-pH = 7,4, égal au volume du
surnageant.

Aprés une premiére centrifugation a 40000 g on
constate que, quelle que soit la souche, la presque
totalité de D’activité nitrogénasique est retrouvée dans
le surnageant (tabl. III). Signalons que la nitrogénase
de Gloeocapsa 6909 sédimente a 10000 g aprés un
cassage a 10000 p.s.i. (Gallon et coll, 1972). 11 est
possible que la forte pression que nous utilisons ait
permis de séparer totalement la nitrogénase des par-
ticules cellulaires de G. 6909.

Aprés centrifugation du surnageant, a 150 000 g pen-
dant 4 h, en anaérobiose stricte, on peut séparer trois
fractions :

— Une fraction supérieure jaune pale ou incolore,
dans laquelle on ne retrouve une faible activité que
pour G. 6909.

Tasreau III
Activité spécifique de la nitrogénase mesurée dans dif-
férentes fractions des extraits bruts.
(nanomoles C.H,.min™".mg prot.”).

Anabaena | Plectonema | Gloeocapsa

7120 73110 6909
Extraits bruts
(cassage 20 000 p.s.i.) 27 29 38
Centrifugation :
40 000 x g x 20’
Culot 0,5 0,1 0
Surnageant 5,1 5,01 3.8
Surnageant
40 000 x g x 20"
centrifugé
150000 xgx4h
Fraction supérieure
incolore 0 0 0,15
Fraction trés pigmentée 8,25 7,65 1,80
Culot - 0,40 0,35 0
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1 F
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Gloeocapsa 6909
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Plectonema 73110
. . -
2 3 1
mMC,H,
F16. 6. — Activité nitrogénasique en coordonnées de Linewaer et Burck en fonction de la concentration en acétyléne.

Ceci confirmerait que la nitrogénase de cette souche,
avec ces conditions de cassage, ne soit plus liée 3 des
particules cellulaires.

— Une fraction fortement pigmentée contenant les
agrégats non dissociés de phycocyanine et de phycoé-
rythine dont les poids moléculaire varient entre 180 000
et 360 000 (Glazer et Cohen-Bazire, 1971), possédant la
plus grande partie de Yactivité nitrogénasique. Comme
nous l’avons signalé (Reynaud, 1977) ces poids molé-
culaires correspondent a ceux du complexe nitrogénase.

— Un culot dans lequel Pactivité nitrogénasique est
négligeable.

L’ensemble de ces résultats montre qu’avec les
conditions d’extraction utilisées, auncune des trois
nitrogénases étndiées n’est associées a des fractions
membranaires de la cellule.
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4. CONCLUSION

En choisissant trois Cyanobactéries correspondant
chacune a une forme de fixation de l’azote, nous
avons pu aborder plusieurs problémes: l'induction de
la synthése de la nitrogénase, sa protection vis-a-vis
de l'oxygéne, son activité dans les extraits et son mode
d’association intracellulaire. L’activité fixatrice des cultu-
res est augmentée en privant les cultures d’azote, ce
qui épuise le pool de composés azotés intracellulaire
qui, in vivo, contréle la synthése de la nitrogénase
(Ohmori et Hattori, 1974).

La conservation d’un haut niveau d’activité dans les
extraits bruts est assurée par addition de 1 mM J'ATP

Cah. O.RS.T.O.M., sér. Biol., vol. XIII, n° 2, 1978 : 143-155.
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Fic. 7. — Transformation en coordonnées de Hill des coordonnées de Linewaer et Burck : A. 7120: n=1,08; P. 73110 :
n =095, G. 6909 : n=0,97.

et 0,9 g de dithionite par litre de suspension algale
avant le cassage. Sans 'apport de ces deux constituants,
le rapport entre activités in vivo et in vitro ne dépasse
pas 0,1.

Le dithionite permet de conserver dans les extraits
bruts w.: trés bas potentiel rédox (Haystead et Stewart,
1972). L’adénosine triphophate, 4 une concentration mil-
limolaire, forme un certain nombre de polyméres de
hauts poids moléculaires avec les sous-unités de la
protéine ferrique de K. pneumoniae (Thorneley et
Eady, 1973) ce qui diminue la sensibilité de 1’enzyme
a l'oxygeéne.

Les extraits bruts des trois souches de Cyanobactéries
étudiées ont des propriétés similaires i celles observées
dans les extraits bruts d’autres fixateurs d’azote (Hardy
et Knight, 1967). Ils ont un besoin absolu d’ATP
— co-facteur inhibiteur a de fortes concentrations
(fig. 4d) —, d’un bas potentiel d’oxydo-réduction,
fourni artificiellement par le dithionite, d’ions Mg2+
et de conditions anaérobies durant la préparation et les
essais.
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En comparant les Vm de réduction de C,H, dans
les extraits bruts (tabl. II) on constate que celle de
A. 7120 est plus faible que celle de P. 73110, Haystead
et coll. (1970) notent aussi une telle différence de Vm
entre A. cylindrica et P. boryanum. Ceci pourrait tra-
duire une grande complexité du systéme de fixation
chez les fixateurs aérobies.

Si une concentration optimale en dithionite de 10 mM
est significative de P. 73110 par rapport aux deux autres
Cyanobactéries on peut l'utiliser comme critéere de dif-
férenciation entre fixateurs d’azote aérobies et fixateurs
en conditions microaérophile.

Les centrifugations différentielles ont permis de
démontrer qu’avec la technique de cassage utilisée pour
les trois Cyanobactéries la nitrogénase n’était pas
associée a des fractions membranaires. L’activité retrou-
vée dans les culots chez A. 7120 et P. 73110 et non
chez G. 6909, peut faire penser a un type d’association
intracellulaire légérement différent. La nitrogénase de
A. 7120 et P. 73110 pourrait étre associée a un vaste
complexe protéique, comme I’hydrogénase d’A. cylin-
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drica est associée aux lamelles photosynthétiques
(Fujita et Myers, 1965) qui, au cours de la purification,

se dissocierait nlus ou meins facilement. Oonnenheim

S€ QISsOCIeralt PpaBs U INelins QClelliciy, Uppenacin

et coll. (1970) ont montré que la solubilité de la
nitrogénase chez A. vinelandii dépendait du moyen de
rupture. Gallon et coll. (1972) trouvent aprés un cas-
sage 2 10000 p.s.i. que la nitrogénase de Gloeocapsa
sp. est particulaire. Nos propres expériences ont mon-
tré que la nitrogénase de G. 6909 cassée a 20 000 p.s.i.,
était totalement soluble: chez cette Cyanobactérie la
nitrogénase serait liée aux structures membranaires de
facon telle quun processus de rupture puissant 1'en
dissocierait totalement.

Malgré la diversité des procaryotes fixateurs d’azote,
cette étude confirme [’hypothése suivant laquelle on
se trouve sans doute en présence d’un systéme dont
I’évolution est identique pour la plupart des espéces.

Pour corroborer cette hypothése on doit envisager
la purification de la nitrogénase chez les trois types
de Cyanobactéries fixatrices, l’isolement des deux pro-
téines constitutives et I’étude de leur composition en
acides aminés qui permettra de préciser le degré de
liaison par rapport au « common ancestor» (Kleiner
et coll., 1976).
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