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SUMMARY 

Study of chlorate-resistant mutants in Escherichia coli K 12. I. Restoration in vitro of 
nitrate reductase activity in particular 

Using chlorate as a selective agent, we have isolated two genetically distinct 
types of chlorate-resistant mutants in Escherichia coli K 12 : chl A~5 and chl B24. Both 
of these types are defective in several enzymatic activities specific to anaerobic 
respiration, and in particular, in nitrate reductase (NADH:nitrate oxidoreductase, 
EC 1.6.6. I) and hydrogen lyase (fl~rmate : cytochrome b 1 oxidoreductase, EC 1.2.2. I). 

By mixing the cell-free extracts of these two mutants under certain precise 
conditions, we achieve a restoration of the nitrate reductase activity lost by each of 
the two organisms. When this complementation is performed with high-speed super- 
natants of the extracts (17o ooo × g for 9 ° rain), particles having nitrate reductase 
activity are formed de novo. The behavior of these particles on sucrose gradients is 
the same as that of particles having nitrate reductase activity isolated from the wild 
strain. We describe the conditions for this type of complementation, the nature of 
the reaction, and the biochemical characteristics of the synthesized particles. The 
restoration of nitrate reductase activity by coinplenientation occurs only in the ab- 
sence of 02, in a narrow range of temperature and pH (32°, pH 7-7.6), and at certain 
protein concentrations. The kinetics of complementation were studied by following 
the increase of nitrate reductase activity. The reaction is complete after 2 h of incu- 
bation. 

The enzymatic activity thus reconstituted is equal to 19 units/rag of total 
protein and represents a tenth of the wild-type activity. In the course of comple- 
mentation I5-2o%, of the total soluble protein becomes particulate. This includes 
the cytochrome bl which was present in the soluble state in the mutant extracts. 

From these results, we present an hypothesis as to the nature and role of the 
chl B gene product. 

INTRODUCTION 

L'introduction du chlorate dans des cultures anafirobies d'Escherichia coti per- 
met de s~lectionner des mutants d~fectifs pour plusieurs activitfis enzymatiques sp~ci- 
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fiques de la respiration ana6robiel, 2. L'effet pl~iotrope de cette mutation caract6ris6e 
par la r6sistance au chlorate et la perte simultan6e des activit6s nitrate-r6ductase 
(NADH:nitrate oxydo-r6ductase, EC 1.6.6.1) et hydrog~ne-lyase (formate:cyto- 
chrome b~ oxydo-r6ductase, EC 1.2.2.1), peut s'expliquer par des alt6rations soit de 
la structure des constituants des "particules" o/1 sont localis6s ces enzymes soit du 
m6canisme d'assemblage de ces constituants. 

Chez E. coli K 12 et chez Proteus wdgaris l'activit~ nitrate-r~ductase a ~t~ 
localis6e dans des "particules" de taille d6finie et relativement homog~nes situdes 
dans la membrane cytoplasmique a. Ces "particules" ont 6t6 sdpardes des extraits 
acellulaires provenant de suspensions bactdriennes par centrifugation dans un gra- 
dient de concentration lin6aire en saccharose de 20-80% (en poids). 

De plus, l'analyse des extraits "particulaires" obtenus ~ partir des cellules du 
nmtant chl A d'E. coli K 12 sur un gradient de concentration de saccharose pr@ar6 
dans les m~mes conditions que pour la souche sauvage permet de constater la dis- 
parition d'un important pic de prot~ines, qui chez les souches sauvages coincide avec 
celui de l'activit~ enzymatique. 

La r6sistance au chlorate chez E. coli K 12 apparalt pour trois groupes de 
mutants gdn~tiquement distincts ~ : chl A, chl B et chl C. Une ~tude biochimique som- 
maire effectu6e chez ces mutants a abouti h la reconstitution in vitro "d'architectures" 
5, partir d'6ldments prot6iniques solubles et dans le cas particulier de la nitrate-r6duc- 
tase cette reconstitution a entraln6 simultandment une apparition d'activit6 enzyma- 
tique. De ce fait nous disposons d'un module biochimique simple susceptible de fournir 
tousles dl6ments de r~solution quant ~ la nature et au nombre de constituants parti- 
cipant effectivement au transport des dlectrons au cours de la r6duction dn nitrate. 

MATERIEL ET MI~THODES 

Organismes. Souche d'Escherichia coli K 12. PA 6Ol (Institut Pasteur) No. 356 
de notre collection et ses 2 mutants r~sistants au KC10 a. Le premier 35615 de notre 
collection est un mutant  du g~ne chl A situd au voisinage de la r6gion galb, et le 
second 35624 est un mutant du g~ne chl B situ6 dans la r6gion mtl (bibl. 2, 4). Ces 
deux mutations provoquent le m~me effet pl6!'otropique et font perdre simultan~ment 
les activit~s nitrate-r6ductase et hydrog~ne-lyase. 

Cultures. Les cellules de ces organismes sont obtenues tt partir de milieux de 
culture classiques contenant: N a 2 H P Q . I 2  H20 3.575 g; KH2PO4 o.98g; MgSQ.  
7 H20 0.03 g; NH~Cl 0.5 g; FeSO 4 et CaC12 traces; extrait de levure Difco 0.5 g; 
bouillon peptond Difco 0. 5 g; glucose I g; KNO a 0. 5 g; eau distill6e IOOO ml (pH 7). 
Toutes les cultures ont ~t~ r~alis~es en ana~robiose sous vide ou sous atmosphere 
d'azote ~ 32 °. Apr~s 16 h d'incubation les cellules sont recueillies, lav6es et remises 
en suspension dans un tampon Tris o.o 4 M (pH 7.6). 

Mdthodes. Les extraits acellulaires bruts sont obtenus aprils traitement des sus- 
pensions bact6riennes dans une cellule de pression (French-Press) et centrifugation/t 
IO ooo tours/min pendant 15 min des m61anges pour 61iminer les d6bris cellulaires. 
Les extraits "surnageant" sont pr@ar6s/~ partir de ces extraits bruts en les soumet- 
tant ~ une nouvelle centrifugation ~ 17o ooo × g pendant 9 ° min dans une Spinco 
module L (Rotor SW 39) et en 6liminant les fractions particulaires qui ont sddiment6. 

L'activit~ nitrate-r~ductase, mesur~e suivant des techniques d~j~ publi~es 5, est 
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df te rmin6e  fl pa r t i r  des vitesses de consommat ion  de l 'hydrog6ne dans  des syst6mes 
manomdt r iques  con tenan t  H~, de l 'hydrog6nase  purifife,  du benzyl-violog6ne,  l ' ex t ra i t  
enzymat ique  et du KNO a. Cette act ivi t6  enzymat ique  est exprim4e en uni t6s: /~moles  
de NO 3 r fdu i t  par  h e t  mg de prot6ines. 

L ' ana lyse  des par t icules  "na t ives"  (provenant  de la souehe sauvage d 'E .  coli 

K I2 cult iv6e en pr6sence de KNOa et pr@ar6es  su ivant  les indicat ions  d 'AzouLaY,  
PuIG ET PI('HINOTYa); ou "n6o-form6es" (r6sultant  d 'une  "compl6menta t ion"  entre  
les ex t ra i t s  des 2 nmtan ts )  est r6alis6e su ivant  la technique  de MARTIN ET AMES ~ 
16g6rement modifi6e: elle est effectu6e en soume t t a n t  les ex t ra i t s  par t icu la i res  (3 it 
5 mg de prot6ines) /~ une u l t racen t r i fuga t ion  (39 ooo tours/rain,  5 h) sur un grad ien t  
de concent ra t ion  lin6aire en saccharose compris  entre  2o et 8o%~, en poids de saccha- 
rose. On recueille ensui te  des f ract ions de 2 gout tes  chacune (o.I3 ml) on y a joute  
o. 5 ml de t a m p o n  Tris o.o 4 M (pH 7.6) et on y d4termine  les act ivi t6s  enzymat iques  
et les concent ra t ions  en prot6ines. 

La na ture  et la concent ra t ion  des cytochromes  dans  les ex t ra i t s  acellulaires ont  
6t6 d6termin6es pa r  rdf6rence aux normes de FuJIT,~ v. Le~, protdines ont  6t6 dosdes 
su ivant  la mdthode  de LowRY el aI. 8. 

- -  200 

100 //~ 

.i // 

0 5 10 15 20 
Temps (rain) 

Fig. ~. :\ctixitd nitratc-rdductase des extraits acellulaires d'E. coli l( 12 souchc sauvage (~) et 
mutants chl \ {e), chl t3 (3) et du indlange "compl4ment4" des extraits chl A/chl B pendant 
~)o min & 3-'" (4). Svst6mes exp4rimentaux contenant respectivement 8o/tg (i) ct izoo !tg (2, 3, t) 
de protdincs. 

RI'SULTATS 

Recol~stitutio~z in  vitro de l 'act ivi td ni trate-rdductase 

Les cellules des deux types  de m u t a n t s  chl A et chl B, lorsqu'el les ont  6t6 culti- 
v6es en ana6robiose et en pr6sence de KNO3 donnen t  des pr6para t ions  d@ourvues  
d ' ac t iv i t6  n i t ra te - r6duc tase  (Fig. x). La compl6rnentat ion,  c 'est-fl-dire, le m61ange des 
ex t ra i t s  acellulaires des deux m u t a n t s  pl6iotropes chl A (35615) et chl B (35624) en 
propor t ions  6quivalentes  et dans  des condi t ions pa r f a i t emen t  d6finies, sur lesquelles 
nous reviendrons  plus loin, permet  de recons t i tuer  i~z vitro l ' ac t iv i t6  n i t ra te - r6duc tase  
perdue  par  chacun des deux organismes (Fig. I, Courbe 4)- 
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T A B L E A U  [ 

RECONSTITUTION iI~ vilro DE L'ACTIV1TI~; NITRATE-RI~DUCTASE D'E. COli 1(, ~2 

L ' a c t i v i t 6  n i t r a t e - r6duc tase  est  reconst i tu6e  pa r  " c o m p l ~ m e n t a t i o n "  des p r6para t ions  acel lula i res  
des m u t a n t s  chl A et chl B p e n d a n t  6o min  5, 32% 

M u t a n t s  Na t~re  des prdparal ions  acelhdaires  .q ctivit~ ~zilrate- 
cMtivgs e~ reduclase 
anagrobiose r eco~s t i t~e  

chl d chl B (zt~zitt!s) * 

Sans KN()  a 
Avcc KNO a 

E x t r a i t  b ru t  E x t r a i t  bru t  3.6 
E x t r a i t  b ru t  E x t r a i t  b ru t  8 15 
S u r n a g e a n t  Su rnagean t  7.5 I9 
Par t i cu les  l ' a r t i cu le s  o 
S u r n a g e a n t  l~articules o 
l~articules Su rnagean t  o 

* Cet te  ac t iv i t~  mesur~e sur le mdlange apr6s " c o m p l d m e n t a t i o n "  est  expr im6e en uni t6s  
n i t r a t e - r6duc ta se  (ltmoles de N() 2 form~es pa r  h et  pa r  mg de prot~ines), 

L'activit6 enzymatique ainsi obtenue apr+s x h d'incubation ~ 3 20 des extraits 
bruts est 6gale/~ IX unit4s par mg de prot6ines totales (Tableau I) et correspond au 
dixi~me de l'activit6 nitrate-r~ductase mesur6e dans les m6mes conditions pour les 
extraits bruts de la souche sauvage (Fig. x, Courbe I). Cette reconstitution n'est 
possible que pour des pr4parations acellulaires des mutants chl Aet  chl B qui incubent 
/~ 3 z° en l'absence d'oxyg+ne dans un nfilieu tamponn6 (Tris o.o 4 M (pH 7.6)). 

I1 rfisulte des donn6es exp6rimentales rapport6es sur le Tableau I que les sur- 
nageants obtenus par ultracentrifugation des extraits bruts ~ x7o ooo × g pendant 
2 h "compl6mentent" dans les mOmes conditions que les extraits bruts et parfois 
mfime avec une efficacit6 supOrieure en donnant des activit6s de l'ordre de 19 unit~s 
par mg de prot6ines. D'autre part, la reconstitution de la nitrate-r6ductase n'est 
gu+re possible lorsque nous rempla~ons l'un des surnageants par les particules corres- 
pondantes. 

I1 convient de souligner l'importance de ce r6sultat qui permet d'6carter l 'hypo- 
th+se suivant laquelle cette "reconstitution" serait la cons4quence d'une r6activation 
d'un enzyme respiratoire particulaire par adjonction d'un transporteur d'61ectrons 
alt6r6 chez l'un des nmtants chlorate-r~sistants puisque l'activit6 nitrate-r6ductase 
"native" est de nature particulaire chez les souches sauvages d'E. coli K I2 et s6di- 
mente intdgralement par centrifugation ~ i7o ooo × g pendant 2 h. 

Dans le m~me ordre d'id~es nous avons v6rifi~ que la compl6mentation est im- 
possible si on interpose entre les 2 pr@arations acellulaires provenant des nmtants 
une membrane imperm6able aux prot6ines. 

Lorsque les mutants sont cultiv6s en l'absence d'inducteur, leurs extraits peuv- 
ent compl6menter en donnant une activit~ nitrate-r6ductase de l'ordre de 3 unit6s 
(Tableau I) qui correspond probablement ~ l'activit6 de base que l'on mesure chez la 
souche sauvage cultiv6e sous vide en l'absence de nitrate. Cependant le niveau enzy- 
matique obtenu par "reconstitution", repr6sente le cinqui6me de l'activit6 "reconsti- 
tu6e" chez les mutants cultiv~s en pr6sence d'inducteur. La m~me d6termination 
d'activit6 enzymatique effectu~e chez la souche sauvage donne une diff6rence de 
niveau de l'ordre du dixi+me. 
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Fig. 2. Cin6t ique de r econs t i t u t i on  de l ' ac t iv i t4  n i t r a t e - rdduc tase  pa r  " c o m p l 6 m e n t a t i o n "  des 
prdpara t ions  acellulaires.  I, E x t r a i t s  b ru t s ;  2, s u rna gean t s  de cen t r i fuga t ion  ~ 17o ooo X g des 
m u t a n t s  chl A et chl B. Syst6mes e x p 6 r i m e n t a u x  c o n t e n a n t  o. i ml  (8oo/ tg  en protdines) de chacun 
des 2 ex t r a i t s ;  o. 3 ml de t a m p o n  Tris o.o 4 M (pH 7.6), i n c u b a n t  ~ 3 2° sous vide et  pour  des t emps  
v a r i a n t  de 5 - t 5  ° min. La " c o m p l 6 m e n t a t i o n "  est  arr6t6e en i n t r o d u i s a n t  Fair  darts les sys t6mes  
refroidis ~ o °. L ' ac t iv i t6  e n z y m a t i q u e  est ensui te  d6termin6e sur  ces m61anges et  expr imde  en 
uni t6s  n i t ra te - r6duc tase .  

Compldmentation des pr@arations acellulaires des mutants chl A et chl 13 
La restauration de l'activit6 nitrate-r6ductase chez les mutants d6fectifs en cet 

enzyme, est cons6cutive ~ une compl6mentation r4alis6e ~ partir d'616ments solubles 
contenus dans les pr@arations acellulaires. De ce fait nous d6finirons l'activit6 de 
compl6mentation ~ partir de l'accroissement d'activit6 nitrate-r6ductase (exprim6e en 
unit6s) form6e par rain et par mg de prot6ines totales contenues dans le m61ange en 
cours d'incubation. 

Dans la Fig. 2, nous avons mesur6 l'activit6 nitrate-r6ductase (unit6s) recon- 
stitude pour des temps diff6rents d'incubation. Nous pouvons constater que la valeur 
de cette activit6 augmente en fonction du temps. Apr6s 15 rain d'incubation, il y a 
un changement important de pente dans les cin6tiques de "compl6mentation" et ce 
changement est plus significatif pour les surnageants que pour les extraits bruts. Ces 
vitesses sont nettement plus 61ev6es pour les pr@arations acellulaires provenant de 

T A B L E A U  l i  

A C T I V I T G  D E  " C O M P L E M E N T A T I O N "  

ckl  ]3 D'E.  coli K I2 
D E e  P R E P A R A T I O N S  A C E L L U L A I R E S  D E S  M U T A N T S  C h [  ~\  H T  

A~lutants N a t u r e  des 
cull ivds en p rdpara t i ons  
ana~robiose ace lhda ires  

d ctivitd ddterminde ~ 

P r e m i e r e s  A p r b s  .4 pros 2 h 
m i n u t e s  45 rain d' i ncuba t ion  
d 'h ,  caba l ion  d ' i ncuba l ion  

Avec KNO a E x t r a i t s  b ru t s  0.32 o.2r 
Su rnagean t s  de 
cen t r i fuga t ion  g 
17o ooo × g 0.47 o.[o o.oo 5 

Sans NNO 3 E x t r a i t s  b ru t s  0.06 

* L ' ac t i v i t 6  de " c o m p l 6 m e n t a t i o n "  est  expr im6e /~ p a r t i r  de l ' acc ro i ssement  d ' ac t iv i td  
n i t r a t e - r6duc ta se  (unit6s n i t ra te - r6duc tase)  par  rain e t  par  mg de protdines  mesur6es dans  le 
mdlange  en eours d ' incuba t ion .  
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Fig. 3. Photographie  des particules "n6o-form6es" apr6s une "compMmenta t ion"  de 15 min des 
extrai ts  " su rnagean t s - i7o  ooo × g" des m u t an t s  chl A et chl B. Les particules sont s@ardes du 
m61ange par  ul t racentr ifugat ion /~ 17o ooo X g, lav6es dans du t a m p o n  Tris o.o 4 M (pH 7.6), 
remises en suspension dans ce m~me t am pon  et examindes au microscope optique Zeiss. 

mutants  chl A et chl B cultiv6s en pr6sence de KNO3 (Tableau II).  Pour les extraits 
solubles de ces mutan ts  la vitesse de compl6mentation de l 'ordre de o.47 unit6s par 
rain diminue progressivement avec le temps. Cette diminution est plus faible pour 
les extraits bruts (Tableau II),  bien que l 'activit6 de "compldmentat ion" mesur6e 

minutes so]t avec ces extraits bruts  dans les premi6res " ~ " infdrieure ~ celle qui est d6ter- 
min6e dans les m~mes conditions pour les extraits solubles obtenus ~ partir  de ces 

4OO 
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i i 
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Fig. 4. Comparaison des profils de sedimentat ion sur  gradient  de saccharose des prepara t ions  
"par t icula i res"  d'E.  coli I'2 12 cultiv6 en presence de KNO 3. 1, Type sauvage;  2, particules "n6o- 
fortunes" par  "compMmenta t ion"  de 2 h des extrai ts  surnageants  17o ooo >( g des m u t a n t s  chl A 
et chl B; 3, m u t a n t  chl A. 

Biochim. Biophys.  ,4cta, 171 (1969) 238-252 
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TABLEAU 1[[ 

"COMPLI~MENTATION" DES PREPARATIONS ACELLULAIRES DES MUTANTS oh[ A ET ell[ ~ D'E, coli [(  12 

Les pr@arations obtenues par "compl6mentation" de 2 h /~ 32° et soumises ~ une ultracentri- 
fugation de 2 h ~ ~7 o ooo × g donnent des extraits particulaires(i) et des surnageants (2) sur 
lesquels ont 6t6 effectu6s des mesures d'activit6 nitrate-r~ductase exprim~e en % de l'activitd 
enzymatique totale. 

M~tanls "Compldmen- Activitd nitrale-rdd~,clase Protdines Cylochrome b~ 
cultivds en ration obtemce reconslr#ude particulaires ./ixd (nmoles/mg 
anadrobiose ~t partir: (% activild lotale) synthdlis~es de protidnes 

(% des particulaires 
Type 7~vpe prol~ines synthdlisdes) 
particulaire soluble solubles 
( r ) (2) tolales ) 

Avec I(NO 3 Extraits bruts 39 01 
Surnageants 24 76 t5 5~ 2o o.25 

Sans KN() 3 Surnageants I6 84 14 5~ i8 - 

p r@ara t ions .  I1 en est de m~me pour  l ' ac t iv i t6  n i t ra te - r6duc tase  to ta le  form6e 
(Tableau I). 

I1 d6coule de ces donn6es expdr imenta les  que la n i t ra te - r6duc tase  "n6o-form6e" 

est li6e 5 l ' appar i t ion  d 'un  complexe qui est en f a i t l e  p rodui t  d 'une  r6action chimique 
du premier  ordre si nous nous r~f~rons A l 'a l lure  des cin~tiques de compldmenta t ion  
(Fig. 2). 

Synth~se de "particules" par  compldmentation 
La res taura t ion  de l ' ac t iv i t6  n i t ra te - r6duc tase  pa r  compl6menta t ion  des sur- 

nagean ts  des ex t ra i t s  b ru t s  des m u t a n t s  chl A et chl B d 'E.  coli K 12 s ' accompagne  
de la format ion  de novo de par t icules  e t l a  cent r i fugat ion  /t 17o ooo × g pe nda n t  
30 rain d 'un  tel  mdlange apr~s une incubat ion  de 15 rain permet  de rdcupdrer ~ nou- 
veau un culot de centr i fugat ion.  Ce culot est const i tu6 pa r  des filaments (larges par t i -  
cules) de grande  tail le,  visibles au microscope opt ique  (Fig. 3). Lorsque l ' incubat ion  
est poursuivie  au-del~ de 15 nfin, ces dl~ments de grande  tai l le d ispara issent  rapide-  
ment  au profit  de par t icules  ne t t emen t  plus pet i tes ,  invisibles au microscope opt ique 
mais  suscept ibles  de s6dimenter  pa r  u l t racen t r i fuga t ion  ~ 17o ooo x g. 

Les par t icules  "ndo-form6es" apr~s s@ara t ion  et lavage,  sont  renfises en sus- 
pension dans  un t ampon  Tris 0.04 M (pH 7.6) et soumises ~ une cent r i fugat ion  de 5 h 

39 ooo tours / ra in  sur un grad ien t  de concent ra t ion  lindaire en saccharose de 2o ~l 
8o}/o en poids ~. L ' examen  de la Fig. 4 mont re  qu 'une  fract ion impor t an t e  de ces 
par t icules  se compor te  de la m~me mani&re que les par t ieules  nat ives.  Une aut re  
fract ion moins dense et poss~dant  aussi l ' ac t iv i t6  n i t ra te - r6ductase  correspond aux 
61dments de grande  tai l le pr~c6demment  dfcr i t s  (Fig. 3). 

I1 convient  de no te r  qu 'apr~s  une compl~menta t ion  de plus de 2 h, il reste encore 
de l ' ac t iv i t6  n i t ra te - r6duc tase  dans les surnageants  de centr i fugat ion ~ 17o ooo x g 
des m~langes. Cette activi t~ enzymat ique  cor respondra i t  donc ~ la n i t ra te - rdductase  
de type  soluble et diff~rerait  de ce fai t  de l ' ac t iv i t~  enzymat ique  isol6e chez la souche 
sauvage d 'E .  coli K 12. 

Des r6sul ta ts  consign6s dans  le Tab leau  I U  d6coulent  les cons ta ta t ions  sui- 
van tes :  (i) apr~s une compl~menta t ion  de 2 h, il n ' y  a p r a t i que me n t  plus d 'accroisse-  

Biochim. Biophys. Acta, 17~ (I9(19) 238 252 
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ment notable d 'act ivi t6 nitrate-r6ductase. (2) Des protdines solubles passent ~ l '6tat 
particulaire dans la proport ion de 15 200/0 . (3) Les particules n6o-form6es contiennent 
comme les particules natives, un eytochrome de type  b 1, dans la proport ion de 
o.25 nmole/mg de prot6ines. (4) L'aetivit6 nitrate-r6duetase totale synthdtisde dans 
les m61anges en cours de compl6mentation,  se diff6rencie en aetivit6 particulaire et 
en activit6 soluble et le pourcentage de la fraction soluble est plus faible pour les 
compl6mentat ions r6alis6es avec les extraits bruts. I1 convient de noter que la compld- 
mentat ion ~ partir  des surnageants des mutants  chl A et chl B cultivds en ana6robiose 
sans nitrate conduit  5 la formation de "particules". Le pourcentage de prot6ines 
"particulaires" synth6tisdes dans ces conditions est identique ~ celui d6termin6 pour 
les m6mes cellules induites en pr6sence de nitrate. Ces r6sultats exp6rimentaux et 
tout  particuli6rement cette derni4re observation, permet tent  de conclure que la coin- 
p l fmenta t ion porte essentiellement sur la synth6se de complexes prot6iniques. Si nous 
nous rdf6rons, d 'une part,  aux pr6e6dentes cin6tiques de compl6mentation d6ter- 
min6es/~ partir  de l 'aecroissement de l 'activit6 nitrate-r6ductase en fonction du temps, 
et d ' au t re  part,  aux trois formes de localisation de eette activit6 (soluble, larges 
particules et petites partieules) nous pouvons penser que cette synth6se s'effeetue 
par 6tapes; la forme soluble correspondrait  ~ la premi6re 4tape et les particules s6di- 
mentan t  aux environs de 13o S (bibl. 3) constitueraient l '6tape finale. 

Nature et hombre des constituants impliquds dans la compldmentation 
La compl6mentation,  lorsqu'elle est r6alis6e en interposant entre les pr@ara-  

tions acellulaires des 2 mutan ts  chl A et chl B une membrane imperm6able aux grosses 
mol6cules, tel qu 'un  sac ~ dialyse ordinaire, ne donne aucune synth6se. I1 en est de 
mSme si les pr6parations sont pr6alablement t rai t6es/ t  o ° par un mf lange / t  parties 
6gales de mdthanol et d '6ther avant  l ' incubation. Par  eontre, le m~me trai tement  prf-  
alable par l ' iso-octane n' inhibe pas la synth~se de la nitrate-r6ductase au cours de la 
compl6mentation.  De m~me les deux extraits bruts  ou leurs surnageants dialysds 
pendant  6 11 ~ o ° contre un tampon Tris o.o 4 M (pH 7.2), sous vide, compl6mentent  
avec la mfime efficacit6 que ces extraits natifs avant  trai tement.  

Ces r6sultats excluent la part icipation dans ce ph6nom6ne de compl6mentat ion 
de petites mol6cules libres: co-facteurs flaviniques, pyridines-nucl6otides ou quinones, 
mais n'61iminent pas la possibilit6 d ' intervent ion au cours de cette r6action de ces 
m~mes moldcules ~ l '6tat  li6. 

L ' examen des speetres d 'absorpt ion relev6s sur les prdparations acellulaires 
(surnageants 17o ooo × g) provenant  de la souehe sauvage et de ses nmtants  chl A 
et chl B, montre  une diff6rence impor tante  quant  ~ la pr6sence et h la concentrat ion 
de cytochromes entre la souehe sauvage et ses deux mutan t s  (Fig. 5). La pr6sence 
d 'une bande ~ 418 m/~, correspondant  au pic de Soret, dans le spectre des extraits des 
2 mutan ts  et l 'absence de cette m~me bande pour la souche sauvage sont en faveur 
d 'une  solubilisation de certains cytochromes chez ces mutants .  La compl6mentation 
qui conduit  & la formation de "particules" et ~ la r6cupdration de l 'activit6 nitrate- 
rdduetase entralne simultan6ment la disparition du pic de Sorer pour le m61ange apr6s 
s6paration des particules "n6o-form6es" (Fig. 5, Courbe 4). Ce cytochrome a 6t6 mis 
en 6vidence dans ces "particules" et l 'examen de son spectre a permis de l'identifier 
~t un cytochrome de type  b I suivant les donndes de DEEB ET HaGER 9. Cette observa- 
tion concorde avee les r6sultats d 'analyse de cytochromes effectu6s direetement sur 
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l:ig..5. Spectre  d ' abso rp t ion  d ' ex t r a i t s  acellulaires p r o v e n a n t  de p rdpara t ions  centrifugd(,s 
~7o ooo x g p e n d a n t  9o min.  Sys t~mes  c x p 6 r i m e n t a u x  c o n t e n a n t  4.5 mg  de protOines par  ml 
d ' ex t ra i t .  ~, M u t a n t  ckl A; 2, m u t a n t  ckl B; 3, souche  sauvage ;  4, mdlange  " c o m p l 6 m e n t d "  2 h 
apr~s 61imination des par t icules  "ndo-formdes" .  En  mddai l lon:  spectre  d ' abso rp t ion  oxydd l"  et 
rddui t  t '  de p rdpara t ions  acellulaires du m u t a n t  chl A c o n t e n a n t  26 m g  de protdines  par  ml. 

les extraits (surnageants i7o oo(3 × g) du mutan t  chl A (Fig. 5, m6daillon) qui don- 
nent des concentrat ion en cytochrome ba solubilis~ de l 'ordre de o. iz  nmote de cyto- 
chrome b 1 par mg de prot~ines solubles. 

Caract~res biochimiques de la compldme~tation 
La r~aetion de eompl6mentat ion qui aboutit ,  d 'une par t  ~t l 'apparit ion d 'une 

activit6 enzymat ique et d 'au t re  part,  "~ ]a reeonstitution de "particules" ne peut se 
r6aliser que pour eertaines conditions exp6rimentales. Elle a son maximum d'effieacitd 
lorsque le m6lange introduit  dans un tube de Thunberg est pr@ar6 avec des quantit~s 
6gales d 'extrai t  des mutan t s  chl A et chl B e t  que l ' incubation est r6alis6e sous vide 
ou sous atmosphere d 'hydrog~ne ou d'azote. Cette r~action d@end des conditions de 
pr@arat ion  des extraits acellulaires et en particulier de la nature, de la molarit6 et 
du pH des tampons  utilisds: les tampons  phosphates 0.o4 M (pH 7.2) et Tris o.o4 M 
(pH 7.6) donnent  les meilleures rdsolutions. Une augmentat ion de leurs molarit6s 
entralne des pertes d 'activit6 de l 'ordre de 80~)"o. Aucune eompl6mentation n'est  ix)s- 
s ine  pour des extraits pr6alablement chauff~s 8 IOO ° pendant  IO thin. I1 e n e s t  de 
m~me si un seul des deux extraits, indiff6remment l 'un ou l 'autre, est soumis ~t ce 
trai tement.  La conservation des extraits h l '6tat actif est tr~s difficile, en prdsence 
d 'oxyg~ne elle n'est  possible que pendant  20 h au maximum, sous vide elle peut 6tre 
prolong6e jusqu '8 3 jours, apr+s on constate une perte d 'aetivit6 de 87~/~, ; la cong61a- 
tion est aussi n&aste pour l 'activit6 de "compldmentat ion".  

La reconsti tution in vitro de l 'activit6 nitrate-r6ductase s'effectue 8 vitesse 
maximum pour une zone dtroite de pH (32 ~' et pH 7 8 7.6) • Elle est fortement inhib6e 
par de nombreux compos~s comme le montrent  les r~sultats consign~s dans le Ta- 
bleau IV et en particulier par les ions divalents, l 'oxyg~ne et les d6rivfis ~t groupement 
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SH. Parmi ces derniers compos6s il convient de souligner l'influence de la cyst6ine 
qui constitue avec l'oxyg6ne l'inhibiteur le plus efficace de la compl6mentation, ce 
ph4nom6ne est k rapprocher de notre observation sur le r61e de la cyst6ine ajout6e 
aux cultures de la souche sauvage d'E. coli K i2 (bibl. io). L'ascorbate de sodium ne 
prot6ge la compl4mentation que tr6s faiblement contre l'action de l'oxyg6ne. De tous 
les colnpos6s test6s, seul le NOa- s'est av6r6 4tre un activateur de la compl6mentation. 

T A B L E A U  1V 

R E C O N S T I T U T 1 O N  D E  L ' A C T I V I T I £  N I T R A T E - R I ~ D U C T A S E  D ' ] ' ~ .  coli 1,2 I 2  ,~ P A R T I R  D E S  M U T A N T S  

chI A ET chI B 

] , ' a c t i v i t 4  n i t r a t e - r 4 d u c t a s e  e s t  r e c o n s t i t u 6 e  p a r  " c o m p l 6 m e n t a t i o n "  d e s  p r @ a r a t i o n s  a c e l l u l a i r e s  
d e s  m u t a n t s  chl A e t  chl B p e n d a n t  0o  r a i n  ~t 32 ° e n  p r 6 s e n c e  d e  t a m p o n  T r i s  o . o  4 M ( p H  7.6) .  

Reconstilution rdalisde en Concn. Activation Inhibi t ion 
ptdsence de." ( M )  (%) (%) 

( ;  l u c o s e  o. 2 - -  05 
1,2NO 3 o. 1 3 ° ---  
C y s t d i n e  5"  t o  3 92  
O x y g 6 n e  - -  98  
A s c o r b a t e  d e  s o d i u m  i o  a o o 
O x y g 6 n e  ÷ a s c o r b a t e  d e  s o d i u m  i o  a 05 
G l u t a t h i o n  r 6 d u i t  5 " IO a _ _  42 
f l - M e r c a p t o d t h a n o l  5 * I O  8 _ _  [ 2 

E I ) T A  o. I 62 
E I ) T A  I o  3 I N  _ _  

C a  ~+ o . I  - 95 
M g  z+ o. 1 75 
( N H 4 ) 2 S O a  0 .4  67 
( N H 4 ) 2 S O  4 o .2  - -  17 
( N H ~ ) 2 S O  4 o . o 2  ~ z 

La rdaction de compldmentation est d@endante de la temp&ature. Elle est irr6a- 
lisable A o °, optimale A 32 ° et une incubation h 5 °° pendant 3o min ne permet de 
synth6tiser que 2o% de l'activit6 nitrate-r6ductase obtenue ~ 32 °. Les courbes d'inac- 
tivation thermique ont 6t6 d6termin6es ~t partir du pourcentage d'enzyme synth6tis6 
dans les conditions normales de compl6mentation en fonction du temps d'incubation 

5 °° de chacun des deux extraits des 2 mutants chl A et chl B, mesur6 s@ar6ment. 
Pour les pr@arations acellulaires du chlA (contenant le facteur d'assemblage fa) 
soumises ~ l'action de la temp6rature, le temps de demi-vie A 5 °° est de 17 rain, dans 
les m~mes conditions exp6rimentales la temp6rature de 5 °° est sans aucun effet sur 
les pr6paration du mutant  chl B. 

L'oxygOne est l'inhibiteur le plus efftcace de cette rdaction. Aucune synth6se d'en- 
zyme ou de "particule" n'a 6t6 raise en 6vidence lorsque l'incubation est r6alis6e en 
pr6sence d'air. Lorsque les pr6parations acellulaires du mutant chl B sont soumises 
un barbottage d'oxyg6ne pendant 15 rain la r6action de "compl6mentation" avec un 
extrait du chl A non trait6 par l'air est inhib6e de 5o%. Inversement en traitant darts 
les m~mes conditions les pr@arations du mutant chl A par l'air, nous ne constatons 
aucune inhibition de la compl6mentation en pr6sence d'extraits du chl B non trait6s 
par l'oxyg6ne, ce n'est qu'apr~s une action prolong6e et vigoureuse (7-8 h) sur les 
pr6parations du chl A que l'inhibition commence 5_ se manifester. 

L'effet de la concentration en protdines introduites dans le syst~me r6actionnel est 
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diffOrent suivant  que celles-ci proviennent  des extrai ts  du m u t a n t  chl A ou du n m t a n t  
chl B. 

Nous avons mesur~ l 'accroissement d'activitfi de complfimentation exprimfie en 
unit~s ni trate-r~ductase synth~tis~e apr~s 6o rain d ' incuba t ion  en fonction de la quan-  
tit6 d 'ext ra i t  du m u t a n t  ch! A introdui te  dans les m~langes con tenan t  des quanti t~s 
identiques (i 4 mg de prot6ines) d 'ex t ra i t  du m u t a n t  chl B. L'act ivi t~ augmente  lin& ,~,0,~ / 
~ 8 i Concent rat, . . . .  tra,t oc,,tut .... / / ~ /  

6 ch/ A =Trng p r ~  

2 ~..,¢" 

• , 1 0 5 10 
PROTEINES (rag) 
Extrait ChI.B 

Fig. o. Accroissement de l'activitd nitrate-rdductasc reconstitude apr~s "compl~mcntation" de 
()o rain ~ 3 2o dans des syst&mes expdrimentaux de o.5 ml contenant : tampon Tris o.o 4 M (pH 7.(,), 
cxtrait "surnageant" da rnnlant cM A (7 mg protdines) et des concentrations variables d'cxtrafit 
"surnageant" du mutant chl B. 

airement  avec la concentra t ion en prot~ines pour at te indre un plateau pour des 
valeurs sup~rieures 5. 5 mg en prot6ines. 

Inversement ,  5. une m~me concentrat ion en extrai t  du m u t a n t  chl A (7 mg de 
prot~ines) nous avons ajout~ des quanti t~s croissantes d 'une  pr@ara t ion  acellulaire 
du m u t a n t  chl B et mesur~ les activit~s de coinpl~mentat ion pour chacun de ces 
syst~mes (Fig. 6). L 'act ivi t6 nitrate-rfiductase "reconstitu6e" augmente  l in6airement 
en fonction de la concentrat ion en extrai t  du n m t a n t  chl B e n  dormant  une droite 
qui ne passe pas par l 'origine, de plus pour une quant i t~  de prot~ines inf~rieure 5. 
0.5 rag, l 'activit~ ni trate-r~ductase formfie est p ra t iquement  nulle. 

A perfu gdndral sur la nature des activitds enzymatiques lides aux "particules ndo-formdes" 
Les particules "n6o-form6es" apr~s une compl6mentat ion de 4 h avec les sur- 

nageants  de centr ifugation des pr@ara t ions  acellulaires de 2 mu tan t s  chl A e t  chl B, 
ont 6t6 s@ar~es du m61ange par ul t racentr i fugat ion,  lav6es avec du t ampon  Tris 
0.0 4 M (pH 7.6), remises en suspension dans le m~me t ampon  et 6tudi~es. 
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Ces pr6parations particulaires riches en cytochrome de type b 1 ont une activitd 
nitrate-r6ductase avec une constante d'afflnit6 pour NO3 de l'ordre de 3.I" Io 4 M, 

donc inffrieure et de ce fait plus efficace que celle qui a fit6 d6termin6e (Kin 0.78" IO 3 M) 
sur les extraits particulaires pr6par6s ~ partir de la souche sauvage d'E. coli K 12 

cultiv6e en prdsence de KNOa. Cette activit4 nitrate-rdductase, insensible au C10.~ , 
est inhib6e par NaNa et KCN. Elle est thermo-r6sistante comme l'activitd nitrate- 
rfductase native et son temps de demi-vie calculd ~ partir des courbes d'inactivation 
thermique, d6termin6 ~ 62 ° est dgal ~ 35 rain. Ces pr6parations catalysent la rdduction 
du C103 dans les m6mes conditions que le NO 3 avec des Km de l'ordre de 2.5" IO 3 M. 
Enfin il convient de noter que ces "particules ndo-form6es" sont exemptes d'activitd 
pyruvique (cytochrome bl) d6shydrogfnase mesurde suivant la m6thode de WILLIAMS 
ET HAGER H d'activitds NADH-ferricyanure-rdductase d4termin6s suivant les donn6es 
de BRAGG ET HOU 12, elles poss6dent par contre une faible activit6 NADH-oxydase, 
qui correspond au i/iooi6me environ de l'activit6 mesurde dans les extraits particu- 
laires de la souche sauvage. 

L'activitd nitrate-r6ductase rdsiduelle de type soluble mise en 6vidence dans les 
mdlanges apr6s compl6mentation et centrifugation 5 17o ooo × g pendant 9 ° rain a 
6t6 test@. Elle prdsente les m4mes caract6res que l'activit6 de type particulaire "n6o- 
formde" sauf en ce qui concerne la constante d'affinitd ~ l'dgard du NO a qui est 
6gale/1 Km 0.78" IO -a Met  sa therlno-r6sistance qui est plus faible; les courbes d'inac- 
tivation thermique & 62 ° d6termin6es pour eet extrait et cette activit6 enzymatique 
pr6sentent des pentes diff6rentes des courbes d'inactivation mesurdes dans les infmes 
conditions pour la nitrate-rdductase li6e aux particules "ndo-form6es". 

DISCUSSION 

La sdlection chez E. coli K 12 de deux groupes de mutants chlorate-rdsistants: 
chl A et chl B, incapables de rdduire le NOa-, tous deux pldiotropes pour une autre 
activit6 enzymatique, bien que g6ndtiquement distincts, nous offre la possibilitd de 
ddterminer de mani~re pr@ise le nombre et la nature des constituants participant 
la synth6se d'41dments particulaires qui poss6dent la plupart des caract6res des ex- 
traits particulaires provenant de la souche sauvage et en particulier l'activitd nitrate- 
rdductase. Les r6sultats expdrimentaux que nous venons de ddcrire ddfinissent les 
conditions pour lesquelles cette synth6se est r4alisable, la nature de la rdaction d6- 
clench@, et les caract6res biochimiques des 61dments "particulaires" formds. Par ana- 
logie avec d'autres phdnom6nes de m~me nature nous avons appeld complfimentation 
cette rdaction de reconstitution de particules doudes d'activit6 nitrate-rdductase. 

La compldmentation conduit 5~ la restauration de l'activit6 enzymatique perdue 
par nmtation chez les 2 organismes sdlectionn6s: les souches chl A15 et chl B24. Ce 
mod61e de reconstitution d'une activitd enzymatique de nature membranaire et intd- 
grde ~ des particules 3 diff6re totalement des syst6mes de reconstitution ntis en dvidence 
chez E. coli par MUKHERJEE et al. ~ pour le complexe a-cdto-glutarate-deshydrogdnase 
et par KoII~E, REED ET CARROLL ~4 pour les complexes a-c4to-acides-dfishydrogdnases. 
En effet cette ddshydrogdnation est la rdsultante d'une sdrie de rdactions chimiques 
catalysdes par des enzymes diffdrents intdgr6s dans des complexes "multi-enzymes" 
et la reconstitution du complexe est instantande ~ partir des protdines purifides apr6s 
solubilisation de l'agrdgat. De plus, il est important de signaler que la nitrate-rdduc- 
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tase catalyse une rfact ion terminale de transfert  d'61ectrons, que la solubilisation 
des "particules" entraine la disparition de l 'activit6 enzymat ique et que la reagglomd- 
ration par simple mdlange de ces consti tuants ne permet ni la restauration de l 'activitd 
nitrate-rdductase ni la reconsti tution de particules poss6dant des caract6res de s6di- 
mentat ion identiques aux particules natives 1°. 

La restauration de l 'activit6 nitrate-rdductase par complfmenta t ion  s 'accom- 
pagne de la formation de novo de particules ayant  pour la plupart  en gradient de 
saccharose le m~me comportelnent  que les particules de la souche sauvage. Dans 
l '6tat actuel de nos exp4riences, il ne nous a pas 6t6 possible de ddternliner une 
cin6tique d'agglom6ration, parall61ement ~ la cinftique d 'appari t ion de l 'activit6 
nitrate-r6ductase en fonction du temps de compl6mentation.  Nous pouwms done 
consid6rer que le m61ange des prdparations acellulaires des deux types de nmtants  
6tudifs contient ~ l '6tat soluble tous les  facteurs qui chez la souche sauvage existent 

l '6tat particulaire. 
Si nous considfrons le nombre de groupes de mutan ts  chl-r isolfs et le nombre 

d'activit6s enzymatiques perdus au cours de ces mutat ions chez E. coli K 12 nous 
pensons que 6 const i tuants  au moins participent ~t la r fact ion de formation in vitro 

de ces "particules".  En dehors du cytochrome b 1, des produits des g6nes ckl A et 
chl B il convient d ' y  ajouter les prot6ines correspondantes aux 3 enzymes impliquds 
dans cette muta t ion /~ savoir la nitrate-r6ductase A, l 'hydrog6ne-lyase et enfin une 
chlorate-rdductase C que nous avons r6cemlnent raise en 6vidence chez les mutan ts  
non pl6iotropes chl C d'E. coli K I2. Par  ailleurs il est probable que des phospho- 
lipides participent ~ cette agglom6ration bien que dans l '6tat  actuel de nos exp6- 
riences nous ne puissions l'affirmer. De manihre plus pr6cise et dans un but de simpli- 
fication nous pouvons tt priori consid6rer que la muta t ion  chl A dont l'effet est pl6i- 
otrope correspond 5, l 'alt6ration d 'une prot6ine importante  pour la structure de la 
particule, ce facteur que nous d6signerons sous le terme de Ps serait synth6tis6/t  l '6tat 
soluble chez l 'autre mutan t  pl6iotrope, le mu tan t  chl B. Par  contre, le produit  de ce 
ghne, chl B pourrait  ~tre assimil6 5, un "facteur d 'assemblage" et serait d6sign6 sous 
le terme fa. ~\ l 'appui de notre hypoth6se relative 5, cette notion de facteur d'assem- 
blage, il convient de souligner qu'elle d6coule de la nature m6nle de la r6action de 
compl6inentation qui s'effectue 5, vitesse maxinmm pour une zone 6troite de temp6- 
rature et de pH et qui de plus exige une quanti t6 de prot6ines provenant  du mutan t  
chl B net tement  plus importante  que celle apport6e par l 'extrai t  du mutan t  chl A 

susceptible de contenir ce facteur. 
De plus, les essais de purification entrepris dans une s6rie d'exp6riences pr41imi- 

naires se sont av6r6s positifs pour ce facteur d 'assemblage et nous ont permis de 
constater  qu'il  suffit d 'une tr6s faible concentrat ion de cette fraction partiellement 
purifi6e pour obtenir une formation de "partieules" in vitro. 

I1 reste cependant  que dans le cadre de nos observations, nous ne pouvons pas 
6carter l 'hypoth6se suivant laquelle ce facteur d'assemblage se comporte eoinme une 
prot6ine de structure ee qui assinfilerait notre syst6me ~ celui mis en dvidenee ehez 
Neurospora crassa par MUNKRES ET WOODWARD 15. 

La eompl61nentation r6alisfe sur les extraits "surnageants"  des 2 nmtants  chl A 
et chl B conduit  5, l 'apparit ion d'aetivitds nitrate-r6duetase successivement soluble, 
particulaire: larges particules et particules identiques aux particules "natives" dont  
les proportions relatives varient  en fonetion du temps de compl6mentation. Ce qui 
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semble indiquer que l'agglom6ration suit une loi d'organisation parfaitement dfifinie. 
I1 convient de souligner que le taux d'activitfi nitrate-r~duetase reconstitu~e 

ainsi que le pourcentage de protfiines agglom~r~es d@end de la concentration dans 
les pr@arations, du cytochrome b I soluble qui se retrouve en fin de r6action li~ aux 
prot6ines particulaires. 

Le eytochrome solubilisd a ~t~ identifi6 comme ~tant un cytochrome de type b 1 
et diff~re de ce fait du cytochrome de type c mis en 6vidence au cours d'observations 
r~alisfies sur un autre de nos mutants chl A (376) par O'HARA et al. ~. De plus ce 
r~sultat expfirimental confirme les observations de SATO ~ et de TANIGUCHI, SATO ET 
EGAMI 1~ qui avaient ntis en 6vidence/t partir de d~terminations de taux d'inhibition 
par le 2-heptyl-4-hydroxyquinol6ine-N-oxyde le r61e du cytochrome b~ dans la mani- 
festation de l'activit~ nitrate-r~ductase. 

L'apparition de l'activitfi nitrate-rfiduetase parallfilement ~t cette agglomeration 
ouvre un champ d'investigation tr6s vaste sur la nature et le fonctionnement du site 
actif des enzymes particulaires. 

I1 faut done souligner l'importance de l'isolement de cette cat~gorie de mutants 
chl B pl~iotropes chez E. coli K 12, puisque d'une part, ils permettent de localiser sur 
le chromosome d'E. coli le g~ne de ce facteur d'assemblage et d'autre part, de fournir 
des pr@arations acellulaires contenant fi l'6tat soluble tousles ~lfiments n~cessaires ~t 
la synth~se des particules qui en fait font partie int~grante de la membrane cyto- 
plasmique. 
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R]~SUM~2 

L'utilisation du chlorate comme agent s61ectif permet d'isoler chez E. coli K I2 

2 types de mutants chlorate-r6sistants: chl A15 et chl B2~. Ces deux groupes de mu- 
tants, distincts g6n6tiquement, sont tous deux d6fectifs, pour plusieurs aetivit~s 
enzymatiques, sp6cifiques de la respiration ana6robie et en particulier de l'activit6 
nitrate-r6ductase (NADH:nitrate oxydo-r6duetase, EC 1.6.6.i) et hydrog~ne-lyase 
(formate : cytochrome b 1 oxydo-r6ductase, EC 1.2.2. i). 

La compl6mentation dans des conditions parfaitement d6finies des extraits 
acellulaires de ces deux nmtants conduit/t la restauration de l'activit~ nitrate-r~duc- 
tase perdue par chacun des deux organismes. Cette colnpl~mentation r~alis~e avec 
les surnageants des extraits bruts centrifuges ~ i7o ooo × g pendant 9 ° min s'accom- 
pagne de la formation de novo de particules ayant en gradient de saccharose le m~me 
comportement que les particules douses de l'activitfi nitrate-r6ductase de la souehe 
sauvage. 

Les r~sultats exp~rinlentaux que nous d~crivons dfifinissent les conditions pour 
lesquelles ce type de compl~mentation est r~alisable, la nature de la r~action d~clen- 
chfie et les caract~res biochimiques des filfiments particulaires synthfitis~s. La restau- 
ration de l'activit~ nitrate-r~ductase au cours de la compl~mentation n'est possible 
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q u ' e n  l ' a b s e n c e  d 'O,  a d a n s  u n  mi l i eu  t a m p o n n ~  (Tris  0.0 4 M (pH 7.6)) p o u r  u n e  zone  

~ t ro i t e  de t e m p 6 r a t u r e  e t  de p H  (32°, p H  7 b, 7.6) et  p o u r  des  c o n c e n t r a t i o n s  d6 te r -  

min~es  en  p ro t~ ines .  E l le  n ' e s t  t o t a l e  q u ' a p r ~ s  d e u x  h e u r e s  d ' i n c u b a t i o n  en  d o n n a n t  

des  a c t i v i t ~ s  n i t r a t e - r 6 d u c t a s e  qu i  a u g m e n t e n t  avec  le t e m p s  de  c o m p l ~ m e n t a t i o n  

s u i v a n t  u n e  e i n 6 t i q u e  qu i  a a t6  ~tudi~e.  

L ' a c t i v i t d  e n z y m a t i q u e  a in s i  r e c o n s t i t u d e  es t  dgale  ~ ~9 u n i t d s / m g  de  p r o t d i n e s  

t o t a l e s  et  c o r r e s p o n d  a u  d iz i~me  de  l ' a c t i v i t ~  m es u r6e  chez  la s o u c h e  s a u v a g e .  Pa ra l l~ l e -  

m e n t ,  a u  c<)urs de  c e t t e  r & c t i o n  ~5 2 0 %  des  p r o t 6 i n e s  so lub les  p a s s e n t  ~'~ l ' 6 t a t  p a r t i -  

cu la i r e  en  f i x a n t  le c y t o c h r o m e  b 1 p r 6 s e n t  ~t l ' 6 t a t  so lub le  d a n s  les e x t r a i t s  des  m u t a n t s  

e h l o r a t e - r ~ s i s t a n t s .  

/ \  p a r t i r  de  ces o b s e r v a t i o n s  u n e  h y p o t h + s e  es t  p r & e n t ~ e  q u a n t  ;t la n a t u r e  et  

au  r61e d u  p r o d u i t  d u  g+ne chl B .  

BII~IA{)GI(A1}HIE 

M. I>II,;CttAUD, J. PUIG, F. I}ICH1NOTY, E.  AZOULAY ET L. LE MINOR, .q~tn. Inst. Pasle~*~', i i  2 

(~9(}7) -'4. 
2 J. ]>UIG, E. AZOULAY ET IQ I)ICHINOTY, 264 CoIllpt. Rend. (1967) I5o 7. 
3 E. AZOULAY, J. Pure  ET F. PICHINOTY, Biochem. Biophys. Res. Commu~z., 27 (It/)7) -'7 o. 
I J- l'uIG T';T E. AZOULAY, Compt. Rend., 264 (I967) 1916. 
5 F. I'ICHINOTS", .4~zn. I~ZSt. Pasteur, ~o 4 (i963) 219. 
(, [~.. (;. MARTIN I.;T B. N. AMES, ./. l:~iol. Chem., 23(> (l{}(}l) 1372. 
7 T. [TUJIT.\, ./. 13ioche~n., (}o (i960) 204. 

(). II.  I.OWRY, N. J .  I)tOSI';BROUGH, [.. FARR ET 1~. J.  [)rANDALL, J. ]Jio[. (~'hel~z., 193 ( I93 I )  2;)5 
9 S. S. I)EEI3 ET I,. 1 }. IIAGER, ,/. Biol. Chem., 239 ([9()~) Io24. 

IO 1"2. AZOULAY, J.  I}UIG ET M. I(OSADO DE SOUSA, ='~ltt. ]IllS:. Pasleb~f, SOILS presse. 
i ,  F. 1(. WILLIAMS FT 1~. ]>. HAGER, Alethods il't F.~z<vmologg', Vol IX, I9(}0 , |}. 2(} 5. 
I2 1 }. l). P, RAGG ETC. HOU, Ca~. J. Biochem., 45 (I967) iloS. 
13 t~. B. MUKHm¢J;;.I,:, J. MATTHEWS, 1). 1~. ItORNEY ET 1.. J. 1¢. ~':1,;1) , .]. B i(d. Chem., 24o (I9(}o} 

22{}8, 
l 4 M. I`2OIKI,;, I,. J .  I(F, EI) ET \ \ .  I,~. ( ARROLL, J. ]Jio[. C//et~/., 235 (19()o) 1924. 
15 1,2. 1). MUNI;RI..S I.:T 1). (}. WOODWARD, Proc. Natl. Acad. 5;ci. U.S., 55 (I9{>(}) 1217. 
i(} J. ()'tIARA, ('. T. (;RAY, J. PUIG ET 1'. PICtI1NOTY, ldiochem. Bioph.vs. lees. Comm~t~z., 28 

('{/}7) 95~. 
~7 11. 8AT(), ( |tins, [llorgallic x\:itl'ogett ~][elabolis~l, Jolln Hopkins Press, Baltimore, I95(>, p. I03. 
I,'~ S. "I',\NI{;UCttI, l)t. SATO ET F. EGAMI. dans, Inorganic Nitrogen Alelabolism, John ttopkins 

l'rcss, Baltimore, ~ 95% P. 87. 

BMchim l+io/~hys..4eta, , 7 I (19(>9) z38-252 


