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Ces pages représentent l e  bilan de t ro i s  années 

d ' ac t i v i t é .  

On n 'y  trouvera pas les  conclusions dé f in i t ives  qui 

accompagnent souvent la  f i n  d'un travai l  de recherche, car, qu i  

peut affirmer que son sm"et e s t  épuisé ? Les résul ta ts  décri ts  

ne sont que des approches part ie l les  de certains aspects d'un 

grand problème. I l s  sont proposes comme apport scientif ique e t  

tentent d 'é tabl ir  des axes de t ravai l .  ILS constituent aussi l e  

f ru i t  du développement de techniques rigoureuses. Ces moyens ne 

peuvent s'acquérir qu'avec de l'imagination e t  aussi grâce à l a  

volonté d'aboutir e t  à Za convi.ction que possède l e  chercheur de 

suivre une voie fructueuse. 

Lorsqu'on a franchi unc étape, au long de laquelle on 

e s t  mené à mesurer, dans ce t  ample domaine de la science, l a  

r e l a t i v i t é  des connaissanees e t  l es  Limites humaines, i l  faut par- 

fois arrêter Ze temps, faire une halte e t  écrire.  

Puisse c e t t e  thèse avoir pour but de degager quelques 

points d ' in térê t  e t  dVéZargir l e s  chemins sur ZesqueZs d'autres 

chercheurs essaient de s 'auancer. Qu ' e l l e  so i t  Ze moyen e t  Z 'occa- 

sion d'exprimer simplement ma gratitude à tous ceux qui m'ont 

aidée, guidée e t  conseillée a ins i  qu'à ceux qui vont ê tre  mes 

juges. 
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I N T R O D U C T I O N  



La classification des bactéries a été influencée durant 

de longues années par des considérations pratiques. Leur étude se 

résumait à une simple description de caractères morphologiques, phy- 

siologiques, biochimiques et sérologiques. La notion d'espèce, arti- 

ficielle pour le monde bactérien, était tributaire de la complexité 

et de l'incertitude des résultats et des techniques. 

Un grand pas a été franchi avec l'analyse numérique qui 

a permis une première approche objective de classification. Par 

l'étude d'un grand nombre de caractères phénétiques, elle établit 

des "phénons" ou "classes" où les bactéries sont groupées selon un 

coefficient de similitude. On évite ainsi le caractère subjectif et 

personnel des interprétations et l'on dispose de données infiniment 

plus riches et donc plus fécondes. 

Pour donner à la classification une valeur phylogénétique 

comme dans le cas des organismes supérieurs, il faut avoir recours 

à la biochimie et à la génétique poiir comparer les structures molé- 

culaires qui possèdent une "origS~~alité" et une "continuité" (44). 

Dans cnttc perspective trois types d'études peuvent être 

abordées. La première concerne l'analyse du contenu en bases nu- 

cléiques de 1'ADV ou % GC ; elle peut traduire une divergence évo- 

lutive globale entre deux organismes. Depuis les travaux de 

CHARGAFF (8) on sait, en ef£et, que la teneur en guanine et cytosine 

de l'MIN des bactéries est susceptible de larges variations d'une 

espèce à une autre. 

Des valeurs proches sont l'indice d'une similitude entre 

ADN ; des valeurs éloignées ne peuvent appartenir à un même groupe 

phylogénique. Cependant des % GC similaires n'impliquent pas for- 

cément une identité génômique. 

La deuxième approche consiste à rechercher les séquences 

nucléotidiques communes entre 2 génômes : c'est l'hybridation. 



La troisième possibilité est offerte par l'examen de la 

structure des protéines isofonctionnelles (44). On conçoit aisément 

que les différences existant au sein du génôrne soient aussi perçues 

au niveau du produit de sa traduction. 

Le but de notre présent travail concerne llanal.yse du 

% GC chez les bacteries. Etape essentielle dans les méthodologies 

qui concourent à la classification, son intérêt et ses limites n'ont 

jamais été parfaitement précisés. Elle constitue donc le premier 

objectif de notre étude. Cette analyse a ét15 appliquee systématique- 

ment à un groupe de 1 1 1  souches d'entérobactéries apparentées au 

genre Citrobacter. Dans un contexte aussi précis, jamais poussé 

jusquPà ce stade, il apparaît possible d'une part de définir les in- 

formations originales utiles à la classification de ces souches, 

d'autre part d'extrapoler ces données sur le plan général de la 

classification bactérienne. 



Première P a r t i e  : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 



A.  - LA LYSE BACTERIENNE 

Les métl~h-rdes de l y s e  c e l l u l a i r e  doivent  permet t re  d'une 

p a r t  l a  s o l u b i l i s a t i o n  de 1WN dans l e  mi l i eu  c h o i s i ,  d ' au t ze  p a r t  

l ' i n h i b i t i o n  des DNases g race  à l a  présence d ' i ons  b i v a l e n t s  ou 

d ' agen t s  c l ie latcurs .  L e  c i t r a t e  de sodium, souvent employé à con- 

c e n t r a t i o n  assez f a i b l e ,  joue c e  double r ô l e  (57) .  P a r f o i s  1'EDTA 
t + 

y e s t  a j o u t é  pour eorùpPexer l e s  i ons  & e t  minimiser l ' a c t i o n  de 

c e s  enzymes. 

On opère par  v o i e  chimique ou par  t r a i t emen t  mécanique. 

Lorsqu'on s k d r e s s e  à des  b a c t é r i e s  Gram néga t ives  l a  méthodc aux 

d é t e r g e n t s  e s t  l a  p lus  u t i l i s é e  ; l ' a c t i o n  pendant 5 à 10 miniites 

du l a u r y l  s u l f a t e  de sodium (SLS) donne généralement des  r é s u l t a t s  

s a t i s f a i s a n t s  ; ce  composé possède a u s s i  l a  p r o p r i é t é  d ' ê t r e  un 

i n h i b i t e u r  des DNases (80).  

Les d i f f i c u l t é s  semblent accrues  avec l e s  b a c t é r i e s  Gram 

p o s i t i v e s  dont l a  pa ro i  c o n s t i t u e  une v é r i t a b l e  b a r r i è r e .  Le lyso- 

zyme s e  r é v è l e  a c t i f  mais son a c t i o n  e s t  p a r f o i s  l e n t e  e t  s en  ren- 

dement f a i b l e .  

Parmi l e s  t r a i t emen t s  mécaniques, on peut  mentionner 

l e s  u l t r a s o n s  (80) ,  l ' a g i t a t i o n  à b i l l e s  ($01, l a  c e l l u l e  de  FRENCH 

(41) .  Dans tous l e s  ca s  il convient  d ' é v i t e r  l a  dégrada t ion  molécu- 

l a i r e  du biopolymère par  une méthodologie r igoureuse  (66). 

B. - EXTRACTION DE L'ADN 

On procède généralement s e lon  l a  technique de MARMUR 

(80).  Le l a u r y l  s u l f a t e  de sodium u t i l i s é  permet d e  sépa re r  l e s  

ac ides  nuc lé iques  de  l e u r s  composés a s s o c i é s  : p r o t é i n e s  ou l i po -  



pro té ines .  Son mécanisme d 'ac t in i l  semble iaconnu à l ' h e u r e  a c t u e l l e  

m a i s  selori NOl,l, e t  c o l l .  (95) l a  chaEne hydrocarbon6e du SLÇ en t r e -  

r a i t  en compéti t ion avec l e s  ponts hydrogSne Gtab l i s  e n t r e  l ' a c i d e  

nuc lé ique  e t  l e s  p ro t é ines .  Ce t t e  p r o p r i é t é  a s soc i ée  à l a  présence 

du groupement s u l f a t e  fortêinerit hydrophile  s e r a i t  vraiseinblablement 

l a  cause de formation de mice l l e s .  

Un a u t r e  procédé mis nu poirit par SEVAG e t  c o l l .  ( 1  16) 

emploie l e  mélange chlorofnxme-alcool iroamylique corne agent  déna- 

t u r a n t  des  ~ r o t é i n 6 . s  e t  pclrmet d'obtenir après emulsion e t  c e n t r i -  

fuga t ion  t r o i s  phases p ~ r m i  L~sc lu+ ' les  l a  phase aqueuse e s t  e n r i c h i e  

en  ADN. 

k> ' - i l~ t r~s  e n f i r i  co,n~ie KIXiY (52) u t i l i s e n t  l e  phénol qu i  

p ré sen te  l e  double avantage d ' ê t r e  i n h i b i r e u r  des  nucléases  e t  f o r -  

tement d 6 p r o t s i n i s a n t  ; l o r s y u 1 i l  e s t  s a t u r é  en s e l s  t ipophyles ,  ce s  

c a r a c t é r i  . ; t j  qucs se  t rouvent  aügtizcntSes ( 6 2 ,  63 ,  6 4 ) .  Le mélange m- 

crésol-ph6nol n l ' avan tage  t iè  pouvoir Gtre  r e f r o i d i  sans provoquer 

une c r i s t c i l l i  sa i iori  du phénol ( 6 . 5 ) .  

SeLon Ç.4fTO e i  MIUIjA ( l o g ) ,  l e  t r a i t emen t  au phénol e s t  

une des mGthorles d e  cl iojx pour  la c i6~)rc ié iu isa t ior i  dnr3s 1 e c a s  de  

Bai3Sli;~ç c;ulbfl'lir?, Lc pl: de 9 e s t  néces sa i r e  pour é v i t e r  une conta- 

minat ion cil ARX. On yeuei .:mettre à ce  s u j e t  quelques r é se rves  : des 

r é s i d u s  ~ L J  phénol pcuvent i n i e r f é r e r  dnns L'analyse s p e c t r a l e  de  

l'ADN ; i l s  doivent  ê t r e  tilirIiii-iés y 3 r  voie  chimique (40).  I ls  

peuvent a ; l ( : s i  c a u s r r  d a n s  c e r t a i n s  c ~ l ;  u i le  p e r t e  s é l e c t i v e  d'ADN au 

cours  c l i l  E I-«C-SSUS (l'is01cni~:ilt (95) e t  sa pr6seilce dnns l a  s o l u t i o n  

d'ADN e . ~ i - ? i  r i  peul provoquer une dénaturs  t i o n  p a r t i e l  1.e de l a  ma- 

cromolEi-~i+- e t  :ijrd? s s e r  a i n s i  s a  tcmpFrat~ire  de transition ou Tm (86). 

Actuellement,  l ' a c t i o n  d 'un  co~ilposé organique aux e f f e t s  

d é p r o t é i n i ç a n t s  e s t  I r  p l u s  souvcnt prgcédée par  l ' a c t i v i t é  b io logique  

de  la pronase. 



C. - PURIFICATION DE L'ADN 

L'élimination des résidus dlARN, restant encore en solu- 

tion avec l'ADN, est effectuée par l'action de la RNase pancréatique 

(80). D'après certains, l'utilisation complémentaire de deux RNases 

conduit à des rendements supérieurs (90, 109). Après la dégradation 

de l'ARN, il est possible de séparer les fractions protéiques cel- 

lulaires restantes et les polysaccharides à l'aide de l'alcool (57, 

109). 

En 1968, BELLAMY et coll. (5) développent une méthode de 

séparation des deux acides nucléiques par le bromure de cethyl tri- 

methyl ammonium. DARBY et coll. (20) reprennent ce procédé pour 

travailler sur l'ADN de CZostridiwn weZchii et aboutissent à des 

résultats satisfaisants. Plus tard, HILL et coll. (55) l'appliquent 

aux mycobactéries avec un succès identique. 

Dans la pratique courante, la purification de l'ADN est 

obtenue par des étapes successives de dissolutions et de précipita- 

tions ; cette méthode est simple et reproductible (123). Pour obtenir 

une récupération quantitative de l'ADN, il est nécessaire de mainte- 

nir sa concentration dans la solution à une valeur supérieure à 5 

unités de densité optique (DO) par millilitre à 260 nanomètres (129). 

Les informations concernant la séparation des polysaccha- 

rides sont peu développées. Selon MARMUR (80), l'isopropanol permet 

leur élimination subtotale. KIRBY (62, 63) obtient une séparation 

spécifique avec le 2-méthoxy-éthanol ; en raison de son effet légè- 

rement dénaturant, l'auteur choisit ultérieurement le crésol benzoate. 

Pour une purification plus fine, il serait nécessaire de 

recourir soit à la chromatographie sur colonne de méthyl albumine 

kieselgur ou d'hydroxyapatite, soit à la centrifugation en gradient 

de chlorure de césium. 



D. - CONSERVATION 

Dans une étude publiée récemment, AND0 et FUKADA (2) 

énoncent les différentes méthodes de conservation de l'ADN. Trois al- 

ternatives sont proposées : 

- les fibres d'ADN sont mises en solution dans un tampon 

convenable puis congelées à - 30°C ; 
- l'ADN est conservé sous sa forme précipitée dans l'al- 

cool éthylique à 70 % à basse température ; 

- l'ADN en fibres est séchê et conservé à basse tempé- 

rature. 

Les observations récentes d'AND0 et de FUKADA (2) ont 

montré que le séchage de l'ADN, porté jusqu'à un vide de 1 0 - ~  orni de I 

mercure, provoque des altérations de ses propriétés physico-chimiques ; 

les valeurs de la viscosité, de la biréfringence d'écoulement, de la 

sédimentation en gradient de sucrose et du Tm sont alors abaissées. 

Ces modifications traduisent selon ces auteurs une perte du poids 

molécul.aire, une réduction de la taille et une légère dénaturation de 

la double chaîne. 

CROMBACH (18) montre que la congélation rapide de la so- 

lution d'ADN à - 70' C et sa conservation à - 20° C n'entraînent pas de 
modifications notables de ses propriétés. Pour DE LEY et coll. ( 2 9 ) ,  

1'AûN présente une bonne stabilité lorsqu'il est fortement concentré 

dans la solution saline citrate diluée, refroidi brutalement à 

- 50' C puis conservé à - 90" C. 

Pour les études d'hybridation sur support, cet auteur pro- 

pose la conservation de l'ADN dénaturé, fixé sur filtre et maintenu 

sous vide à + 4" C. Le délai de conservation ne pourrait pas cepen- 

dant dépasser 20 mois (29). 



II - LE % GC ET LA DENATURATION THERMIQUE DE L'ADN 

A. - RAPPEL SUR LA CONFIGURATION MOLECULAIRE DE L'ADN 

Selon le modèle actuellement admis de WATSON et CRICK 

(132, 133), l'ADN est formé de deux chaînes de nucléotides enroulées 

l'une autour de l'autre en hëlice double ; la cohésion de cet édifice 

est assurée par des liaisons hydrogène entre bases complémentaires. 

Ce modèle a été confirmé par les études cristallographiques à l'aide 

des rayons X par WILKINS (136). 

Les plans des cycles de désoxyribose sont parallèles à 

l'axe de l'hélice tandis que les bases puriques et pyrimidiques sont 

des molécules plates qui tendent à s'empiler les unes au-dessus des 

autres en se disposant perpendiculairement à l'axe de l'hélice (7, 52). 

L'adénine s'associe à la thymine et la guanine avec la cytosine. Ces 

arrangements sont les seuls possibles car l'appariement de deux pu- 

rines occuperait un trop grand volume pour permettre une hélice régu- 

lière, alors que deux pyrimidines s'inscriraient dans un volume trop 

petit (134). 

En solution, la conformation de lPADN natif n'est pas 

notablement affectée par des changements de force ionique, même im- 

portants ; en cela elle diffère d'un polyélectrolyte typique. Ceci 

est sans doute dû à l'existence de la double hélice qui maintient 

les groupes phosphate négativement chargés à des intervalles réguliers 

rigidement fixés. En revanche, l'ADN dénaturé se comporte comme une 

chaîne polyélectrolytique flexible, enroulée de façon lâche (58). 

Suivant le degré d'humidité relative, trois types de con- 

figurations, A, B, C, peuvent être rencontrées (38, 137). Dans les 

solutions d'ADN, la configuration B est la plus représentative et 

aussi la forme la plus stable lorsque cette molécule se trouve dans 

un excès d'eau. Il s'agit d'une structure paracristalline avec 90 % 

d'humidité relative. Il y a dix paires de bases par tour d'hélice et 



l e  p l a n  d e s  n u c l o u 6 j d e s  e s t  pcryendkcuXaire à l ' a x e  d e  l l h B l i c e .  E l l e  

d é r i v e  de  l a  c o n f i g u r l t i o n  k qui c o a p o r t e  75 % d 'humid i té  r e l a " '  ~ l v e  

e t  s e  d i f f é r w i e i e  d e  l a  s t l - u c t u r e  C ,  observée  avec d e s  s e l s  d e  l i t h i u m  

pour  une hurnidite re la t i3 .e  d1- 44 h ,  

Ides premiGrer, d t u d ê s  ehimiqzies r iGtai l lGc~s d e  l'ADN s o n t  

dues  à C;::-4ZGAlC'I. e t  c u l  L ,  [Y). 'lis uv L montré que l e  r a p p o r t  enlu-e 

h a s e s  puriqrieq e t  yrzirn;cl<q!:ec: ek;t c u n s t a n t  m a i s  que l e  r a p p o r t  

A + T v a r i e  avec 1 'tliPN, CL n a p p o r t  Jéf i n i t  l e  c n r f f  i c i e n t  d e  --~. 
G + C  

CEMRGAFF, exprimé a u s s i  p a r  l e  % GC ou nombre J e  moZécules d e  guan ine  

e t  d e  c y t o s i n e  pour 100 rilolécules de  b a s e s  dans  l ' A D N .  

Grâce à l a  t e c h n i q u e  chromatographique,  c e s  a u t e u r s  o n t  

pu accumuler d a n s  rin p remier  temps, un grand nombre d e  donnees s u r  

l a  composi t ion moyenne en  b a s e s  de  I.'ADN d 'une g rande  v a r i é t é  d ' o r -  

ganismes.  E l l e  comporte d 'une  p a r t ,  l a  s é p a r a t i o n  s u r  p a p i e r  d e s  

b a s e s  p u r i q u e s  e t  pyr imid iques  l i b é r e e ç  p a r  h y d r o l y s e  d e  l ' A D N  e t  

d ' a u t r e  p a r t ,  I f e s t i m a t i o n  q u a n t i t a t i v e  des  h a s e s  p a r  I t e m p l a i  de l a  

s p e c t r o p h o t o m é t r i e  en l u m i è r e  u l t r a v i o l e t t e .  

P l u s  t a r d ,  c e t t e  t echn ique  a é t é  remplacée p a r  d e s  pro- 

c é d é s  physico-chimiques p l u s  précis  e t  r e p r o d u c t i b l e s  e t  il a @ t é  

p a s s i b l e  de  d é t e r m i n e r  Le % h;C par  c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  d e n s i t é  

(126,  1281, p a r  d c n a t u r a t i o n  thermique (81) e t  p a r  d é n a t u r a t i o n  à. 

pH a c i d e  (33). 

L a  d é c o u v e r t e  d e  MXSELSON, STAHL e t  VTNOGKAD (87) s u r  l a  

t e c h n i q u e  de  f o r m a t i o n  d e  bandes d'ADN p a r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  dans  

u n  g r a d i e n t  d e  d e n s i t é  d e  c h l o r u r e  d e  cesium, a rendu p r û t i c c b l e  l a  

d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  d e n s i t é  d ' é c h a n t i l l o n s  d'ADN d e  l ' o r d r e  du ug. 



En 1959, SUEOKA et coll. (126, 128), KOLFE et MESELSON 

(104) cherchent à mettre en évidence une variation de densité avec 

des ADN à contenu en guanine et cytosine différent. L'examen systé- 

matique d'un grand nombre d'échantillons, leur permet de démontrer 

que la densité de la bande d'ADN est fonction de son % GC. L'équation 

établie par ces auteurs (104) 

= 1,658 + 0,100 (GC) g.cm 
- 3 

p 25" 
où p est la densité et GC la fraction molaire de guanine plus cytosine, 
traduit la dépendance qui existe entre la densité de l'ADN et le % GC. 

Une variation de 1 % en guanine et cytosine introduit un changement de 

densité de 0,00103 unités (104). 

Plus tard, SCHILDKRAUT et coll. (112) confirment la re- 

lation précédente et déterminent par la méthode des moindres carrés, 

l'équation : 

P = 0,098 (GC) + 1,660 g.cm 
- 3 

qui tient compte de la valeur trouvée pour l'ADN dlEscherichia coZi 
-3 ( p  = 1,710 g.cm ). 

La mesure de la densité est facilitée par l'usage d'une 

relation linéaire entre l'indice de réfraction ( l o )  et la densité ( p )  : 

25' 
= 10,8601 7 D 25. - 13,4974 

et celle-ci est calculee en utilisant la position de l'ADN standard 

de référence (37). 

L'incertitude dans la détermination des densités est de 
-3 

l'ordre de 0,001 g.cm , ce qui implique une précision de + 1 % sur - 
le % GC (112). La reproductibilité obtenue par SCHILDKRAUT et coll. 

(112) leur permet de considérer cette méthode comme une méthode stan- 

dard pour évaluer la teneur en bases de l'ADN. Cependant, ces auteurs 

soulignent les risques d'erreur inhérents à la technique. En effet, 

le gradient de densité est affecté par le pH, par les impuretés de 

chlorure de rubidium et par la présence de bases mineures dans l'ADN. 



Par rapport aux autres méthodes, celle-ci offre un cer- 

tain nombre d'avantages. Un seul pg d'ADN est nécessaire et la pu- 

rification de la macromolécule n'est pas requise ; elle fournit en 

même temps des informations sur l'hétérogénéité de composition en 

bases, sur la distribution uni ou bimodale et sur le poids molécu- 

laire de l'ADN. 

Quand on chauffe progressivement une solution d'ADN dans 

un spectrophotomètre en lumière ultraviolette, on constate un accrois- 

sement de la densité optique ou effet hyperchromique. Le Tm ou tem- 

pérature moyenne de transition correspond à la moitié de l'augmen- 

tation de l'absorption relative et représente la température à 

laquelle 50 % de l'ADN est dénaturé. 

Les recherches de MARMUR et DOTY (81) ont permis de relier 

le Tm de l'ADN à son contenu moyen en guanine et cytosine. L'équation 

donnée par ces auteurs (81) : Tm = 69,3 + 0,41 (GC), pour une con- 
+ 

centration en ion Na = 0,195, est le résultat d'études comparatives 

menées entre la méthode chromatographique et la méthode de dénatu- 

ration thermique. Une correction est apportée ultérieurement par 

DE LEY (23) ; l'équation devient : GC = (TM - 69,4) 2,44. 

Une étude détaillée des paramètres qui interviennent dans 

la détermination du Tm sera décrite dans un prochain chapitre. Cette 

technique a été utilisée dans nos travaux comme moyen d'analyse. 

Pour une évaluation quantitative et rapide des bases 

dans l'ADN, d'autres méthodes ont été mises au point. FREDERICK et 

coll. (39) montrent que le rapport des absorbances obtenues à 

260 nm et à 280 nm atteint une constante à pH = 3, caractéristique 

des proportions molaires des bases. Elle apparaît valable pour des 

souches dont le % GC est compris entre 40 % et 70 % ( 2 3 ) ,  mais son 

degré de précision peu élevé ne peut permettre de distinguer deux 

genres bactériens dont les valeurs en % GC sont proches et elle n'est 

pas conseillée pour une différenciation fine à l'intérieur d'un 

même genre. 



Une variante décrite par ULITZUR (130), consiste à faire 

des mesures optiques de l'ADN natif à différentes longueurs d'onde. 

La méthode est basée sur une corrélation empiriquement démontrée, 

entre le spectre de l'ADN natif et son contenu en guanine et cytosine. 

Le rapport des absorbances à 245 nm et 270 nm peut aussi être suffi- 

sant pour une estimation du % GC (88). 

La plupart des données recueillies à présent sur le % GC 

de l'ADN bactérien proviennent essentiellement des trois premières 

méthodes citées (45). Les résultats acquis avec des échantillons 

identiques d'ADN sont fréquemment comparés par les deux méthodes 

physiques mais le parallélisme avec le procédé chimique est plus rare. 

Il faut souligner que les formules utilisées pour le 

calcul du % GC à partir du Tm (77, 81) ou de la densité de l'ADN 

(126, 128) ont été établies empiriquement à partir de données chi- 

miques sélectionnées : l'interconversion Tm - GC, P - GC peut engen- 
drer des incertitudes si l'application des formules est effectuée 

sans rigueur scientifique, surtout pour des valeurs extrêmes en GC. 

C'est pourquoi dans toute étude, les résultats doivent 

être validés par l'introduction de souches de référence et par le 

contrôle ~récis de tous les paramètres. Seule la similitude des in- 

formations données par plusieurs méthodes sera finalement crédible. 

C. - LA DENATURATION THERMIQUE 

1 - Description du phénomène 

Les solutions d'ADN sont stables à la température du la- 

boratoire. Lorsqu'elles sont exposées à l'action de températures cri- 

tiques, de pH extrêmes ou de certains solvants organiques, on assiste 

à un changement structural de la macromolécule reflété par lTaltéra- 

tion de certaines propriétés hydrodynainiques ou optiques. Ce phéno- 

mène est la conséquence de la séparation de la double hélice en deux 



chaînes monocaténaires. On l'appelle dénaturation par analogie avec 

le processus de dénaturation des protéines. 

La structure double hélice est parfaitement ordonnée 

alors que la structure "random coïl'' ou chaînes séparées découle de 

la fusion complète de l'ADN où l'harmonie stéréochimique est totale- 

ment détruite. Le phénomène de transition (séparation des chaînes) 

est habituellement représenté graphiquement par une sigmoïde simple, 

définie par la densité optique et la température (figure no 4, P 29).  

L'ADN natif est caractérisé par son hypochromicité due à 

l'arrangement régulier des bases. Chaque plan de bases constitue un 

dipôle qui absorbe la lumière à 260 nm. Dans la double hélice, les 

bases sont parfaitement rangées parallelement entre elles et c'est 

cette stéréorégularité qui est responsable de l'hypochromicité. 

Le chauffage progressif d'une solution saline d'ADN 

natif de force ionique déterminée engendre la cassure des deux liai- 

sons hydrogène entre l'adénine et la thymine puis celle des trois 

ponts hydrogène liant la guanine et la cytosine. La double chaîne 

polynucléotidique se sépare en deux chaînes monocaténaires dans les- 

quelles les dipôles ne sont plus disposés parallèlement mais bout à 

bout. Ce passage provoque une augmentation de la densité optique de 

la solution de près de 40 % (figure no 4, p 29). 

D'après DE VOE et TINOCO ( 3 3 ) ,  l'énergie des liaisons hy- 

drogène est nécessaire pour maintenir l'appariement des bases. Elle 

n'est pourtant pas le facteur qui contribue le plus à la stabilité 

de la molécule dans son état natif. Les auteurs soulignent l'impor- 

tance des interactions dipôle-dipôle, dipôle induit-dipôle et celle 

des forces de London qui relient les bases entre-elles. Il en ré- 

sulte que l'énergie libre de l'hélice dépend de la composition en 

bases et de leurs séquences. La nature du solvant influera donc sur 

la force des interactions. 



l a  transition definie exp6rimentalement peut être inter- 

prGt8e corme le résuItat cunulatif de la fusion des différents frag- 

ments ~'ADN caractérises d a n s  leürs séquences par une composition 

moyenne en base.; ( 9 3  a). Cn3ncun des fragments est déxmturé à une 

temperature critique après ,voir acquis la même énergie d activation 

(99 b ) .  hn termes thcrmodyc,~nl~-f~uesP la dénaturation constitue un 

phCinomane enthalplque. 

2 - Facteurs qui inflilence;~~ la 64naturation -..- ----------" *--- --- 

a) - La forte ionips --.-.-------- --- 

La stabilitê de la macromolécule d'ADN à caractère polyé- 

lectrolytique nécessite qu'une grande proportion de groupements phos- 

phate soient neutralisés ou prot6gés. Selon MANDEL, E.'fARMUR et coll. 

(77, 841, le Tm est dépendant de la force ionique du solvant et de 

la nature des ions. Cette valeur est approximativement très proche 

d'une fonction linéaire du logarithme de la concentration en sel ou 

conduc tance spécifique (34). 

La plupart des auteurs emploient comme solvant la solu- 

tion saline citrate standard (SSC) (81) dont la concentration en ion 
-k 

h'a est égale à 0,195 t i i i  d on t  la conductance spécifique est de 
- n 

16 x 1 0 ~ ~  mho cm ( 3 4 ) .  

Lorsque la mobécule d'ADN a une composition en guanine 

et cytosine élevée, l ' A D N  est très stable dans la SSC, on s'adresse 

alors 2 d'autres solvants ou à des concentrations plus faibles en 

sel qui déplacent le Tm ; une dilution au 1/10 de la solution saline 

citrate standard entrabne un abaissement du Tm de 15,4" C ( 8 2 ) .  

ParallP,lemerzt, une augmentation de la force ionique de 

la solution accroZt la stabilité thermique de l'ADN ; cet effet tend 

vers un maximum pour des forces ioniques très élevées ( 8 4 ) .  



Lorsque l e  pe rch lo ra t e  de sodium de m o l a r i t é  7,2 ou l e  

méthanol à 50 % s o n t  u t i l i s é s  comme s o l v a n t ,  on observe un aba isse-  

ment du Tm de 30 e t  50 degrés  par  r appor t  à l a  s o l u t i o n  d'ADN dans 

l a  SSC (51).  

b )  - Action des i ons  mé ta l l i ques  ....................... --- 

EICHHORN (35) ,  KATZ (61), MILLER ( 8 9 ) ,  DOVES e t  c o l l .  

(34) s e  sont  i n t é r e s s é s  aux i n t e r a c t i o n s  e n t r e  ions mé ta l l i ques  e t  

ADN. Deux c a t é g o r i e s  de phénomènes ont  pu ê t r e  observées.  Les ions  
2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 

b i v a l e n t s  Mg , Co , Ca , Ba , Mn , N i  e t  Zn son t  cons idérés  

comme des  c a t i o n s  s t a b i l i s a t e u r s  con t r ibuan t  par  n e u t r a l i s a t i o n  des 

charges néga t ives  des  groupements phosphate, à mainteni r  l a  s t r u c t u r e  

n a t i v e  de l 'ADN.  

2+ 2+ 
Les ions  Mg e t  Co a g i s s e n t  à f a i b l e  f o r c e  ion ique  e t  

+ 
augmentent l e  Tm de  35 à 45" C (34) .  De même l ' i o n  Ag (0,2 pa r  base)  

a c c r o î t  l e  Tm de 40" C e t  é l a r g i t  l e  p r o f i l  de  t r a n s i t i o n .  Ce c a t i o n  

peut ê t r e  u t i l i s é  comme r é a c t i f  pour une déna tu ra t ion  s é l e c t i v e  (34). 

2  + 2+ 
Au c o n t r a i r e  l a  présence des  i ons  Cu , cd2+ e t  Pb  

a b a i s s e  l e  Tm (35).  I l s  e n t r a î n e n t  l a  rup tu re  des ponts  hydrogène e t  

un déplacement d ' é l e c t r o n s  au  niveau des  bases .  D'après  KATZ (61) ,  
2+ 

l e s  i ons  Hg provoquent a u s s i  un abaissement du Tm en formant des  

complexes r é v e r s i b l e s  avec l e s  bases  de l 'ADN e t  c r é a n t  un pontage 

e n t r e  l e s  deux b r i n s  de l ' h é l i c e .  

Le pH, l o r s q u ' i l  e s t  for tement  a c i d e  ou bas ique  a g i t  

d i rec tement  s u r  l a  s t a b i l i t é  de l ' A D N ,  provoquant s a  déna tu ra t ion  

(84). 11 n ' in f luence  pas l e  Tm pour des  v a l e u r s  comprises e n t r e  5 ,5  

e t  8 ,5  (42).  



d)  - Action des  c o m ~ u s é s  ------.--*---. organiques --- 

P l u s i e u r s  types de composés organiques peuvent mod i f i e r  

l e  Tm d e  l'ADN. C e r t a i n s  comme l e  formamide, dans des  cond i t i ons  

données de f o r c e  ion ique  e t  de temperature e t  2 une concen t r a t ion  

c r i t i q u e  (60 % e t  65 %) (85) dénaturent  l ' A D N  par  rup tu re  d e s  ponts  

hydrogène. L 'urée ,  l a  guarridine, l e  s a l i c y l a t e  de sodium o n t  l e  même 

e f f e t  (102). 

D'après STOLLhK, GROSÇiit4U e t  c o l i .  (53, 124) l ' a d d i t i o n  

de  foraaldéhyde à une qctli i t iqi~ 6itA1!"J d i i t~ i t ;ue so-i Tzii inais augmente 

son e f f e t  liÿperchrorniqiie. Ces ct)nrio,einc-nr;s s p c c ~ s a i i x  r é s u l t e r a i e n t  de  

l ' a c t i o n  de ce ccintpoçf su r  Les groripernei~!-s ami n e  des  bases  pur iques  

e t  pyrimidiques r ~ n d u s  accessibLe; p e ~ i d a ~ ~ t -  l a  d é i l a ~ u r a t i o n .  Celu i -c i  

p o u r r a i t  en  conséquence xe rCvElèr u t i l e  pour mescrer l e  degré  de 

déna tu ra t ion  de l ' A D N  soumis à (if F accrnissernents cle température ou 

à des  changements Je pH. 

~ ' a u t . r e s  cc!rnpos?;i: cie I;ail?lc- p(?i.ds nmoïécul.aire o n t  une ac- 

t i v i t é  s tabi l . isat i . i i le  vis-5- 8fis  cii. I '/\UN c t ,~ i~g . i~c l* ten t  s i g n i f  i c a t i -  

vement son Tm, 1 , ~ ~ s  ili..a1r~i17eç de f i o ~ ~ i ! : ~ l . c  gPn6ral.e P i i i ,  (Cl1 ) NH on t  un 
,L 2 2 

e f f e t  maxin~a:! potir  1.1 == 5 ( 7 3 ) .  C:-i!i>iiiiis i. 'ii-,c!-irlilc'iif. ?4il't-LEP, e t  MEHROTA 

(731, la vari.at%ori dcr '[ni est .fo:~.c:i:.i.rin CIE I t i  Ir>i?>;,ixc?u~: de l ' amine  e t  

L a  s ~ e r o ~ i n r ,  l a  spi.]-iiii.liric C L  I r  si: lfate de protamine 

causent  n~1ss. i  un a r~ ro i_ : , s r i~ i e~ i t  dc  1 i t i i  p c t a t u r c  d e  demi- d é n a t u r a t i o n  
- 6 -5 

(74)  ., La  sperniine asslir-c i c i i n  prot-ect iort ? uiie mo ln r l t é  de 10 - 10 , 
a l o r ç  que des  concen t r a t ions  10 I o i ç  ~ l l u s  PLevees de  spermidine sont  

néces sa j r eç  pour p r : l d u ; r e  ? c  n i h e  ~ f T i . t ,  011 a tt-ribrie ce phénomène 

aux d i f f é r r n ç e s  Ucs i onstâzi l e s  d ' a s s o c  i d ? i u i i  des  amiiles avec l e  grou- 

pement phospha Le (te l ' A D N  ( 6 6 ) -  



e) - Action des rayonnements ------------ -...-.------- 

L'exposition de l'ADN à la lirmisre ultraviolette, aux 

rayons X ou à l'action photodynamique des colorants (118) conduit 

à une altération chimique de la macromolécule qui correspond à un 

affaiblisçernent de la structure double h6Hice et se traduit par une 

baisse du Tm (84). 

£1 - La ------- com~asition è3 baser 

Le degré de stabilité de I 'A"L~N natif aux divers agents 

dénaturants est Pi6 à sa compusiticn en bases (66, 77, 81, 82). La 

paire G - C semble être un meilleur donneur et accepteur d'électrons 
que Ta paire A - T, entraînant une plus grande stabilité. 

Avec la SSC et à pH 7, le Tm est augmenté de 0 , 4 1 °  C par 

mole de guanine et cytosine. Les études dlIMMAN et BALDWIN (59) sur 

deux copolymères synthétiques : dA-T et d~-BU montrent qu'à des 

concentrations faibles en sels, il existe une différence de 9 degrés 

entre les deux tempéracures de transition, a -BÙ étant le copolymère 

le plus stable. Remarquons que cette différence est minimisée lors- 

que la force ionique est élevée. 

E n  milieu alcalin, LIA-BÜ fusionne à un pH inférieur de 

1,5 unités à celui qui est nécessaire pour la dénaturation de dA-T. 

Cette diminution de la stabilité vis--à-vis des alcalis peut être ex- 

pliquée par la différence de pK entre le bromo-uracile (pK = 8) et la 

thymine (pK = 9,8) (59). La substitution de la thymine par le bromo- 

uracile dans l'ADN naturel entraîne une température de fusion plus 

élevée qui pourrait être attribuée au renforcement des ponts hydro- 

gène dû à l'effet inductif du brome dans le déplacement d'électrons 

du noyau pyrimidique. 

Signalons que la présence de glucose ou de l'hydroxyme- 

thylcytosine dans l'ADN ne déplace pas le Tm (77). 



La fragmentation d'un échantillon d'ADN ne semble pas 

avoir de répercussion sur la valeur du Tm. MANDEL et MARMUR (77) ont 

étudié les courbes de transition de deux échantillons d'ADN de thy- 

mus de veau, l'un étant soumis à la sonication. Ils n'ont pas obser- 

vé de changement essentiel du Tm dans les deux cas. 

III - SIGNIFICATION DU % GC ET INCIDENCES 

TAXONOMIQUES 

Les compositions en bases caractéristiques de l'ADN de la 

plupart des groupes d'organismes ont été présentées par STANIER et 

coll. (120) (Fig. 1). Chez les plantes et les animaux cette valeur 

oscille entre 35 % et 40 % alors que l'on observe parmi les Protistes 

des variations beaucoup plus larges. Si l'on se rapporte au monde 

bactérien, ces fluctuations maximales s'étalent de 25 % à 75 % (72, 

120) alors que le contenu GC moyen des souches de même espèce pré- 

sente des valeurs similaires (Fig.2) (120). 

On ignore la raison exacte de cette diversité mais il est 

facile à concevoir que, chez des organismes dont le temps de généra- 

tion est court, les facteurs de mutation et de sélection ont joué 

un rôle primordial. 

En général, les techniques courantes ne permettent de 

différencier l'ADN isolé des bactéries sauvages de celui de leurs 

mutants. Puisque la taille du génôme de ces microorganismes est de 
8 

l'ordre de 10~-10 paires de bases (76), il semble difficile de mettre 

en évidence par la mesure du % GC, des mutations par délétion ou ad- 

dition sans provoquer une action léthale sur la bactérie. 

WEED (135), SPIRIN (1 19) et GAUSE (47, 48) ont décrit des 

mutations qui affectaient considérablement le % GC de l'ADN. Ces 

observations se limitent à des cas où de fortes pressions sélectives 



E U C A R Y O T E S  

Fig 1 : Composition en bases de I'  A D N  

caroctérisfique des principaux groupes 

biologiques. 



Eubacté  r i e s  

Bactéries Gram positif Bactéries Gram négat i f  

Acido-lact iquea 
----Bw- 

Fig 2 : Composition en bases de 1 ' A D N  

caracteristique de certains groupes 

bactériens. 



sont appliquées et où les mutants isolés ne sont guère semblables à 

la souche sauvage dont ils dérivent. 

MANDEL (76), LEIFSON et coll. (71) mettent en doute la 

nature de ces mutants et n'éliminent pas l%~~othèse d'une contami- 

nation au cours de l\xpérimentation. 

La description de DE LEY (22) est compatible avec un chan- 

gement de teneur GC important à la suite de mutations induites par 

les rayons U.V. Or, le contenu GC est déterminé dans ce cas selon la 

technique de denaturation thermique : la différence de Tm observée 

peut être due à des altérations au niveau des bases nucléiques ou 

bien à des changements de structure de l'ADN affectant les forces de 

liaison interchaînes. 

Les expériences rapportées par COX et YANOFSKY (15) 

montrent que chez une souche d'E. coZi l'existence d'un gène mutateur 

(Treffers) provoque un accroissement de la fréquence de mutation de 
-8 -5 

10 à 10 . Celles-ci ont été identifiées corne une transversion de 
la paire AT vers GC et se traduisent par une variation de 1 % en gua- 

nine et cytosine sur les bases totales. Ces mutations ont pu être lo- 

calisées en partie sur le cistron tryptophane synthétase A mais n'ont 

pas affecté le fonctionnement de lbnzyme. 

D'une fa~on générale, on peut dire que le % GC est un 

reflet des acides aminés des protéines cellulaires : chez les bactéries 

à 2, GC élevé, les acides aminés seraient codés préférentiellement par 

des triplets riches en G + C ; dans le cas contraire par des triplets 

riches en A + T ( 17, 120). 

Plus récemment, STREISINGER et coll. (125), OKADA et coll. 

(96) montrent que le mode de dégénérescence de la troisième base du 

codon affecte considérablement le rapport G + C et reflète la spéci- 
A + T  



f i c i t é  de l ' e s p è c e .  Ces é tudes  ind iquent  que l e s  b a c t é r i e s  r i c h e s  en 

AT u t i l i s e n t  probablement des  codons ayant  A ou T en t ro i s i ème  po- 

s i t i o n  t a n d i s  que l e s  espèces du type GC, on t  des  codons dont  l a  

t ro i s i ème  p o s i t i o n  e s t  occupee par  l a  guanine ou l a  cy tos ine .  Pa r  

a i l l e u r s  l e s  l o i s  qu i  r é g i s s e n t  l a  synthèse  pro té ique  ne c o n t r e d i s e n t  

pas l ' e x i s t e n c e  d'organismes a y a n t  un % GC d i f f é r e n t  e t  une compo- 

s i t i o n  semblable en amino ac ides .  

Des recherches r écen te s  (139) on t  permis d ' é t a b l i r  une 

r e l a t i o n  e n t r e  l e  % GC e t  l'ART de t r a n s f e r t  : à des  v a l e u r s  extrêmes 

en % GC correspond un nombre f a i b l e  de  molécules d'ARN de t r a n s f e r t .  

DE LEY e t  c o l l .  (30) s i g n a l e n t  en o u t r e  que l ' A D N  des  

b a c t é r i e s  à f o r t e  a c t i v i t é  biochimique présente  en généra l  une te- 

neur en GC importante .  

L ' i n t é r ê t  du c o e f f i c i e n t  de  CHARGAFF dans l a  c l a s s i f i c a -  

t i o n  bac t é r i enne  a  é t é  reconnu en premier l i e u  par  LEE e t  c o l l .  (70).  

En 1956, ce s  a u t e u r s  appor t en t  l e s  r é s u l t a t s  d ' ana lyse  des ADN pro- 

venant  de 60 souches. Leurs  t ravaux f o n t  a p p a r a î t r e  que l e  r a p p o r t  

A + T e s t  un c a r a c t è r e  l i é  à l ' e s p è c e  e t  q u ' i l  peut  donc ê t r e  u t i l i s é  
C + G  
comme un c r i t è r e  supplémentaire  pour une c l a s s i f i c a t i o n  en genre .  

D ' au t r e s  t ravaux ( 1  1 ,  4 9 ,  5 4 ,  68,  105) ont confirmé son i n t é r ê t .  

L e s  r é s u l t a t s  expérimentaux accumulés s o n t  en f a v e u r  de 

l ' e x i s t e n c e  d 'une  r e l a t i o n  e n t r e  l a  v a l e u r  du % GC de  l ' A D N  d 'une  

espèce bac t é r i enne  e t  s a  positi.ori taxonomique. Une connaissance mé- 

thodique de ce  c o e f f i c i e n t  e s t  donc devenue importante  pour compren- 

d r e  l ' é v o l u t i o n  ou l e  main t ien  du m a t é r i e l  géné t ique  e t  pour m e t t r e  

en lumière l a  parenté  e n t r e  organismes ( 2 1 ,  37).  

Notons qu'un contenu GC i den t ique  e n t r e  deux souches dont 

l e s  phénotypes sont  semblables c o n s t i t u e  un c r i t è r e  n é c e s s a i r e  mais 

non s u f f i s a n t  pour é t a b l i r  l e u r  i d e n t i t é  ( 2 1 ) .  A l ' i n v e r s e ,  d e s  sou- 

ches dont  l e s  v a l e u r s  du % GC s ' é c a r t e n t  sensiblement ,  ne s o n t  pas 



susceptibles d'honlolog ie gén6 tique étendue (2 1 ) . Pour SUEOKA ( 127) 

deux bactéries dont le contenu GC diffère de 10 % ne possèdent pas 

de relations phylogénétiques ; dans ce cas il apparaît peu probable 

que les protéines de ces 2 souches aient la même structure primaire. 

Par un calcul théorique, DE LEY (2.5) définit les limites des varia- 

tions des % GC entxe deux organismes qui partagent un nombre appré- 

ciable de cistrons identiques ou presque identiques. Il estime 

qu'une divergence de LEI) 3 30 % dans le contenu GC indique une 

absence quasi-totale de séquences nucléotidiques communes aux deux 

bactéries. 

En dépit de  son caractère relatif, ce critère a fait 

l'objet d'une multitude d'études d'ordre taxonomique. Il a contribué 

à différencier des groupes bactériens dont les études physiologiques 

et biochimiques aboutissaient à des résultats confus ; les différences 

phénotypiques sont devenues significatives lorsqu'elles ont été com- 

parées aux données du % GC (107, 113). 

Dans certains cas, il a permis d'attirer l'attention 

sur l'hétérogénéité phylogénétique méconnue des genres et sur l'im- 

portance des caractères morphologiques comme facteur évolutif (117). 

Les valeurs GC obtenues ont remis en cause certaines subdi- 

visions existantes (9, 46, 75, 79, 114) et ont imposé la création de 

nouveaux genres (75, 114). Dans d'autres occasions ce critère a im- 

posé le reclassement d'espèces dont la définition restait encore 

obscure (108) et montre la nécessité de révisions taxonomiques 

approf andies ( 1 1 1 ) . 

Les études parallèles de taxonomie numérique et du % GC 

paraissent étroitement complémentaires (12, 13, 14, 100, 117, 131). 

Les bactéries ayant un % GC différent s'insèrent dans des classes 

différentes ; inversement, les souches présentant le même % GC 

forment une même classe. Ces correspondances ne sont qu'un argument 

de plus en faveur de l'une et l'autre méthode. 



Dans quelques groupes, la signification du % GC comme 

indice d'affinité évolutive a 6té démontrée par échange génetique 

( 6 0 ,  83, 110). Les plus grandes fréquences de transformation (115, 

129) ont et6 di5teçtées entre souches de la même espèce et des phé- 

nomènes de conjugaison ont pu être observés entre bactéries à pa- 

renté étroite. La similitude de composition en bases entre l'ADN 

des deux paxtinsires s\st rgvélée une condition indispensable à 

ces échanges. 

Par contre la transduction et les transferts plasmidi- 

ques ee~nblen+ contredire cette relation entre le % GC et la parenté 

giinétique (113) .  Ces transferts sont possibles entre bactéries de 

teneurs GC significativement différentes (1 13, 120). Cette incidence 

ne doit pas pour autant surprendre. Dans le premier cas, l'adsorption 

du phage est essentiellement dépendante de la structure de la paroi 

cellulaire quelle que soit la nature du matériel génétique, dans 

l'autre cas, le transfert n'est pas suivi d'intégration dans le gé- 

nôme de la bactérie réceptrice et de ce fait ne constitue pas 

nécessairement une relation de parenté. Notons enfin que la compo- 

sition en bases est fréquemment rapportée parallèlement aux expé- 

riences d'hybridation (IQ, 16, 43, 92, 94, 98, 101, 106, 122). 

Cette donnée est en effet capitale pour définir les conditions ex- 

périmentales de la méthode (31) '  

La teneur en guanine et cytosine des différents genres 

de la faille des Enterobacteriaeeae recouvre une gamme de 37 % à 

60 2 .  La valeur la plus basse est observée pour le genre Proteus et 

les genres E'rrterobacter, KZebsieZZa et Serratia atteignent les % GC 

les plus élevés. Les valeurs caractéristiques de chaque genre sont 

résumées sur la figure 3. 

Les espèces des genres Citrobacter, Escherichia, Proteus, 

SaZmoneZZa et ShigeZZa présentent des % GC homogènes. Par contre, les 

espèces identifiées dans les genres Enterobaeter, Erwinia, KZebsielZa 

et Serratia offrent une plus grande disparité. 



E S C H E R I C H I A  

P R O T E U S  

S A L M O N E L L A  

Fig 3 : Composifion en bases de I 'AD IJ  

curaêférisfique des principaux genres 

de l a  famille des En ferobacferiaceae . 



Les  é t u d e s  e f f e c t u é e s  s u r  l e  g e n r e  Citrobacter r e g r o u p e n t  
+ 

l e s  e s p è c e s  C. freundii (H S - H SI) e t  C. diversus.  Actue l lement  
2 2 

YOUNG e t  c o l l .  (141) o n t  c r é é  l e  g e n r e  Levinea q u i  cor respond  à 

C. diversus e t  à C. f reundi i ,  souches  H S- indo logènes .  
2 

Il e x i s t e  peu d e  renseignements  s u r  l e u r  t e n e u r  e n  bases .  

Des données o n t  é t é  f o u r n i e s  pa r  MANDEL e t  ROWND ( 7 8 ) ,  BAPTIST e t  

c o l l .  ( 4 ) ,  STARR e t  MANDEL (121).  Les  p r e m i e r s ,  a n a l y s a n t  une  souche 

dlEscherichia in temediwn,  E l - l ,  t r o u v e n t  une t e n e u r  GC de  51 % ; l e s  

o b s e r v a t i o n s  d e s  seconds  r a p p o r t e n t  un % GC d e  52 pour C .  f reundi i  

ATCC 8 4 5 5 ' ;  l e s  d e r n i e r s  c i t e n t  pour  C. freundii  ATCC 8090 une  v a l e u r  

d e  52 ,6  %. RICHARD e t  c o l l .  (103) o n t  a u s s i  a n a l y s é  deux souches  

a p p a r t e n a n t  a u  g e n r e  Levinea ; l e s  r é s u l t a t s  d e  56 % e t  59 % r e s -  

pec t ivement  pour l e s  e s p è c e s  L. maZonatica e t  L. mnalonatica l e u r  

p e r m e t t e n t  d ' i n f i r m e r  l a  v a l i d i t é  d e  c e  nouveau genre .  

Ces informat i .ons  sommaires o n t  m o t i v é  c e t t e  n o u v e l l e  

é t u d e  d e s  % GC d e s  Citrobacter e t  b a c t é r i e s  a p p a r e n t é e s .  



Deuxième Partie : E T U D E  EXPERIMENTALE 



I - MATERIEL ET METHODES -- 

A ,  - SOUCHES BACTERIENNES 

Les 1 1 1  sohiches r e t e n u e s  pour  n o t r e  é t u d e  s o n t  i s o l é e s  

d e  m a t i è r e s  f é c a l e s  humaines,  d ' e a u x  u s é e s ,  d ' e a u x  d e  s u r f a c e  p o l l u é e s ,  

d ' e a u x  d ' a l i m e n t a t i o n  e t  d e  t e r r e s  v i e r g e s .  E l l e s  p o s s è d e n t  l e s  

c a r a c t è r e s  s u i v a n t s  : 

- absence  d ' o x y d a s e  

- absence  d e  p r o d u c t i o n  d 'H S  e t  d ' acé to ' ine  à 3 0 °  C e t  37' C 2 
- f e r m e n t a t i o n  d e  g l u c o s e  

- p r é s e n c e  d e  f i - g a l a c t o s i d a s e  

- u t i l i s a t i o n  d e  c i t r a t e  comme s e u l e  s o u r c e  de  c a r b o n e  

Nous avons  i n s é r é  dans  nos  t r a v a u x ,  deux souches  

d1Esc7zer ichia  coZi comme souches  d e  r é f é r e n c e  : 

- E. coZi  K 1 2  n o  AB1 157 E. Adelberg  

- E. eoZi  n o  10536 ATCC 

2 - M i l i e u  de  c u l t u r e  

m i l i e u  l i q u i d e  : b o u i l l o n  n u t r i t i f  

peptone 10 g 

e x t r a i t  d e  v i a n d e  4 g 

NaC l 5  g 

eau d i s t i l l é e  q . s . p .  1000 m l  

s t é r i l i s a t i o n  20 m i n u t e s  à 120' C 



3 - Conditions de culture 

Pour l'extraction de l'ADN, un litre et demi de bouillon 

de culture est ensemencé avec 200 ml d'une préculture de 24 heures. 

Pour se placer dans les conditions de croissance les plus 

favorables, les cultures sont faites dans chaque cas à la température 

optimale (37" C pour E. c o l i ,  3 0 " ~  pour les autres bactéries) et en 

agitation constante pendant 18 h - 24 h. 

Chaque culture est suivie d'un contrôle de pureté avant 

l'extraction de l'ADN. 

B. - EXTRACTION DE L'ADN 

1 - Procédé d'isolement 

L'ADN est extrait par la méthode de FIARMUR (80) avec 

certaines modifications. Le perchlorate de sodium est remplacé 

par le chlorure de sodium. L'action de la RNase est poursuivie à 

37°C pendant 1 heure. Les fibres d'ADN sont précipitées par un volume 

d'éthanol à 95 % à - 20" C et enroulées sur une tige de verre. Après 
légère dessication l'ADN est conservé sous sa forme précipitée, dans 

l'éthanol à 70 % à - 20' C. L'ADN est dissous dans la solution SSC 

standard pour l'analyse du % GC. 

Lorsque la purification s'est révélée insuffisante, la 

solution d'ADN est soumise à l'action de la pronase ("self-digested" 

2 h à 37O C) pendant 16 h à 37" C, à une concentration finale de 

0 , 5  %. 

Contrôle de la pureté 

La pureté des préparations d'ADN a été vérifiée en 

calculant les rapports nt)sorption à 260 rirn et ;ibsorption ri 260 nni. - 
absorption à 280 nm absorption à 2 3 0  nm 



Ils ont toujours été trouvés au moins égaux aux valeurs admises 

(1,8 et 2 respectivement) (80). 

C. - DENATURATION THERMIQUE 

Les courbes de dénaturation sont établies avec un 

spectrophotomètre Unicam SP 1800 ou Beckman Acta II, fonctionnant 

en double faisceau. L'ADN est placé dans une cellule que l'on chauffe 

progressivement au moyen d'une résistance électrique externe reliée 

à un programmateur de température (Accuron Series 2 ou Eufotherm). 

La densité optique (DO) et la température sont enregistrées simulta- 

nément sur un enregistreur "Philips" double voie, ou sur un enregis- 

treur XY "Hwelet-Packard". 

Le phénomène de dilution de la solution d'ADN consécutif 

à l'expansion thermique est corrigé dans tous les cas (77). 

Le % GC des souches analysées a été calculé d'après la 

formule de DE LEY (26). 

D. - DETERMINATION DU Tm 

Les valeurs de Tm peuvent être recherchées selon quatre 

méthodes différentes : 

. Soit graphiquement (28, 82, 106) à partir des 

courbes de dénaturation. Le Tm est donné par la moyenne des tempéra- 

tures correspondant aux points d'intersection des lignes de base et 

de la tangente de la courbe (figure 4). 

. Soit par l'utilisation de papier probit. Cette méthode, 
préconisée par KNITTEL et coll. (67) analyse le pourcentage d'augmen- 

tation de DO en fonction de la température. Le pourcentage d'hyper- 

chromicité est traduit sous forme logarithmique (figure 5). 
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f ig 4 : Courbe de dénaturation de / 'ADN dune 

souche de Citrobacter H2S - (55)  I ml 
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Dé termination graphique du Tm. Tm = Tl + T2 
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1 % augmentation de DO 

température en OC 

Fig 5 : Détermination du Tm sur papier probil. 

. Citrobac t er 32 .- Citrobac ter 75 



soit en traçant deux "droites de régression" agr6s avoir 

ëtudié l'accroissement de la DO pour une augmentation de température 

d'un degré, en fonction de la DO moyenne dans l'intervalle de tempé- 

rature considéré : 

Puisque le % GC recherché (valetir directenient reliée au Tm) est 

une valeur moyenne globale, et si la distribution du % GC de l'ADN 

peut être assimilée à une courbe normale ou gaussienne (301,  il peut 

être admis que le point d'intersection des deux droites, dessinées 

par extrapolation des 2 pentes - ascendante et descendante - de la 
courbe étudiée, correspond au sommet de celle-ci et permet de déter- 

miner la valeur de la DO à partir de laquelle on calcule la valeur 

de Tm. (figure 6). 

. Soit par dérivation des mesures de DO en fonction de 
la température suivant l'équation mathématique ADO - = f(t) et inter- 

h t  

polation linéaire de la médiane (91, 93) (figure 7). Nous considérons 

des intervalles de température de I degré (classe) et nous calculons 

la somme des variations de DO (fr6quence cuniulée). Ceci nous permet 

de connaître la valeur de la fréquence cumulée médiane qui est située 

dans la classe dont les limites réelles sont tx et tx + 1. NOUS 

effectuons l'interpolation linéaire en appliquant la formule suivante : 

limite supérieure - limite inferieure - - 
limite supérieure - médiane 

fréquence cumulée de fréquence cumulée de - 
- la limite supérieure la limite inférieure - 

fréquence cumulée de - fréquence cumulée 
la limite supérieure médiane 



f i g  6 :  Etude de la f ~ n c t i o n ( ~ ~ ~ + ~ ~  - ' O t ) =  i à Part,r des 
01 

courbes de dénaturation de l ADN de deux souches de Citrobacter H,S-. 

Représentation graphique par tt droites de régression. 

.- Cif robac ter 81 

*---* Citrobacter 32 

At ; variation de température pour l'intervalle considéré (1 y/ 



Fig 7 Courbe de dénaturation (.--) ef dérivée de lu 

courbe de dénafurafion (------- ) de 12DN nafif de E. coliATCC 

n'705.36. Interpré fation graphique de lu médiane . 

At correspond à Un intervalle de IO. La médiane sipare 

la  surface sifuee sous la  courbe de fusion différentielle 

en deux moitiés égales. Elle indique la valeur du Tm. 



E. - TESTS STATISTIQUES (la, lb) 

Les tests utilisés portent sur la comparaison de deux 

séries d'observations. 

Nous avons calculé en premier lieu l'égalité ou non des 

écarts types entre chaque classe ; ensuite, nous avons appliqué 

suivant le schéma ci-dessous, le test statistique adéquat aux 

populations à comparer. 

Test de F 

(cornvaraison des variances) 

loi normale 
non observée non observée 

comparaison de 
deux moyennes Test COLIN WHITE Test ASPIN WELCH Test COLIN WHITE 



II - RESULTATS EXPERlMENTAUX 

Les compositions en bases de l'ADN de I I 1  souches initia- 

iement apparentees au genre Citr~obacter ont Gté calculées à partir 

des données du Tm après dénaturation thermique. Le choix de cette 

technique a étC déterminé par le grand nombre de souches à analyser. 

Compte terv~ des variat.ions en % GC entraînées par un faible 

décalage du Tm, il a semblé opportun dans une premiE.1-e étape d'appro- 

fondir les diverses inéthodes qui nous permettent de mieux définir 

ce paramètre ; ensuite nous avons regroupé et interprété les résultats 

à la lumière de l%nalyse statistique et des travaux réalisés 

précédenmient en taxonomie numérique (50 ) ,  

A. - ETUDE COMPARATIVE DES METHODES DE DETEF.MINATTON DU Tm DE L'ADN 
-- 

BACTERIEN 

Quatre méthodes de détermination du Tm ont été étudiees 

et comparées à propos des souches regroupées dans le tableau 1. Le 

nombre de mesures effectuées y est indiqué. 

Nous avons négligé pour cette étude comparative le volume 

d'expansion thermique de la solution d'ADN. Le facteur de correction, 

qui intervient de la même façon pour toutes les méthodes, apparalt 

daris ce cas négligeable. 

La figure 4 illustre la détermination graphique du Tm ( p  29 

L'évaluation du maximum d'hyperchromicité est parfois rendue difficile 

par une certaine dérive qui accompagne le palier final de la courbe 

de dénaturation, et qui fait apparaître une absence de parallélisme 

à ses deux extrémités. Ce phénomène, qui a été observé avec l'ADN 



l 

" coti: 
T C P  no 10536 
14 répliques) 

'4 répliques) 

l 

ETUDE S T A T I S T I Q U E  D E S  DETERMINATIONS DU Tm 

CHEZ DEUX SOUCHES DE "E. coZil' E T  QUATRE SOUCHES DE Citrobacter 
1 

\d 
I.C. = intervalle de confiance pour probabilité d'erreur (Pe) 

M6thodes d'études : A = détermination graphique 
E = utilisation du papier probit 
C = "droites de r6gressiori1' 
D = interpol.ation linéaire de la mediane 



de certaines souches, est reproductible pour tous les essais répétés ; 

il pourrait être la cause des fluctuations apparues dans certains 

résultats (tableau 1, E. coZi ATCC). La reproductibilité de cette 

méthode est ganéralement satisfaisante (tableau 1). 

Dans la figure 5 (p  30) les courbes de dihaturation tracées 

sur papier probit ne se traduisent pas en une seule droite ; elles 

mettent en évidence une distribution non normale des bases le long 

de la molécule d'ADN. Dans le cas d'une répartition normale, la valeur 

de Tm serait située sur l'abcisse en un point correspondant sur l'axe 

des aidonnees à une augmentation de 50 % de DO. Dans le cas présent, 

la valeur de Tm, correspondant au point 50 % d'hyperchromicité, est 

définie par rapport aux deux segments de droite. Elle doit être 

calculée en faisant la moyenne des deux valeurs obtenues sur l'axe 

des abscisses par la projection du point 50 % d'hyperchromicité sur  les^ 
deux segments de droite. L'erreur sur la valeur ainsi calculée du Tm 

sera d'autant plus faible que les deux segments de droite tendront 

vers une droite unique. Les écarts types importants qui apparaissent 

dans les valeurs moyennes des expériences répétées (tableau 1) 

proviennent donc du phénomène ci-dessus décrit. 

Lorsque les mesures de DO sont représentées par des 

"droites de régression" respectivement ascendante et descendante, 

nous observons que les valeurs de ces pentes sont différentes (figure 

6 - p 32) . Il est alors faux de définir le Tm par la mesure de la DO 
correspondant au point d'intersection des deux droites considérées. 

L'erreur cornniise serait d'autant plus importante que l'asymétrie 

des deux droites par rapport à l'axe central est plus prononcée. 

Les valeurs de Tm obtenues par cette méthode sont 

différentes de celles des autres méthodes par des écarts pouvant 

aller de 0 , 2 " ~  à 0 , 7 O ~  (tableau 1). 



La mesure du Tm par l'étude de la fonctionnD0 = f (t) - 
At 

suivie de l'interpolation linéaire de la médiane est illustrée sur 

la figure 7 (p 33). Elle fait apparaître un pic unique,mais l'absence dc 

coïncidence du mode et de la médiane. La valeur médiane devient la 

seule mesure rigoureuse de tendance centrale divisant l'aire de 

dispersion délimitée par la courbe en deux moitiés égales. Elle 

indique directement la valeur du Tm. La comparaison des résultats 

rapportés dans le tableau 1 montre que cette méthode est la plus 

reproductible. Le traitement statistique (tableau 1) des données 

obtenues avec les souches témoins et les souches de Citrobacter 

75, 81, montre que l'estimation de l'erreur sur le % GC est inférieure 

à 2 1 %. La précision obtenue est pourtant inférieure avec les 

souches de Citrobacter 32 et 55 (p 36). 

Pour les souches de référence, nos résultats sont en 

accord avec ceux présentés dans la littérature (3, 6, 82, 106). 

B. - LE COEFFICIENT DE CHARGAFF 

Sur le tableau II nous présentons l'ensemble des résultats 

obtenus. Chacun de ceux-ci est la moyenne d'au moins trois analyses. 

La reproductibilité des valeurs des % GC, pour une même préparation 

d'ADN est comprise entre 2 0,2 % et + - 1,8 %, pour une probabilité 

d'erreur de 0,05. 

L'étude de 206 caractères des 1 1 1  souches analysées en 

taxonomie numérique (50) et la comparaison de leurs similitudes, a 

permis d'établir le dendrogramme de la figure 9 b (p 46). Sur ce dendro- 

gramme on peut distinguer six classes : 



Tableau II --- 

mesures 

l 

Ecart type 

0,71 

0,28 

0 , 6  

O, 16 

0,58 

0,24 

0,23 

0,25 

0,27 

0,79 

0,06 

O, 32 

O, 34 

0,5 1 

0,52 

0,61 

0,27 

0 3 4 2  

O, 32 

0,28 

0,31 

0,03 

0,20 

O, 38 

0,3 ~ 

I.C. pour 
Pe = O,05 

O, 75 

0, 45 

0,64 

O, 25 

O, 72 

093 

O, 37 

0,31 

0,43 

0,56 

0,15 

0,50 

0,54 

0,64 

0,65 

0,76 

0,42 

0,52 

0,51 

0,44 

0,49 

0,08 

O, 35 

0,46 

Z G c  I I.C. pour 
moyen Pt! = 0,05 







T m  e t  % GC DE L'ADN DE 1 1 1 SOUCHES APPARENTEES AU GENRE Citrobacter 

A: 
R é s u l t a t  d é d u i t  de deux ou t r o i s  e x t r a c t i o n s  

** 
C.itrobacter intemedium de WERKPIAN e t  G I L L E N  ATCC 6750 

E.A. Enterobacter wgZomerans 
-- - 

l 



Classe A : Levinea 

Sous-classe A Lsvinea maZonatica 
1 ' 

Sous-classe A Levinea amaZonatZca 2 
Classe B : Citrobacter H2S - 
Classe C : Entérobactéries inclassables 

Classe D 

Classe E 

: Entérobactéries inclassables 

: Entérobactéries acétoïne - 
proches de Enterobactsr cZoacas 

Classe F : Entérobactéries inclassables 

Afin de rendre plus apparentes les valeurs du coefficient 

de CWARGAFF obtenues, nous transcrivons celles-ci sous forme de 

diagrammes (nombre de souches en fonction de leur % GC). Ils regrou- 

pent d'une part le % GC de l'ensemble des souches étudiées (figure 8 ) ,  

d'autre part, le % GC des six classes différenciées en taxonomie 

numérique (figures 9a, 9b). 

La figure 8 nous montre l'allure générale de la population 

examinée vis-à-vis de la teneur en guanine et cytosine de l'ADN. 

Le pourcentage GC s'étend de 46 à 56 entre souches extrêmes et 59 % 

des souches étudiées ont un contenu en guanine et cytosine compris 

entre 50 % et 53 %. 

Les différents diagrammes qui regroupent les souches 

des six classes, fournissent une première évidence de similitude à 

l'intérieur de chaque groupe (figure 9a). Entre ces classes, 5 souches 

restent isolées ; nous signalons dans le tableau II leur % GC. Nous 

ne tenterons pas de donner des précisions sur ces souches solitaires ; 

toute interprétation nous paraît illusoire. Nous nous limiterons 

à l'étude et à la comparaison des classes. 

Les premières déductions peuvent être faites en examinant 

les résultats reportés sur le tableau III et en considérant les 
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T a b l e a u  III 

VALEURS REPRESENTATIVEÇ DE CHLiQiJE CLASSE 
----- 



valeurs moyennes de chaque classe. on constate une différence plus 

au moins prononcée entre les groupes, exception faite des deux 

sous-classes A et A 2 .  
1 

L'écart type des moyennes de chaque classe rend compte 

de la dispersion globale des Z GC autour de leur moyenne. Dans les 

classes A et E la valeur  de lqécart type (d est ??indice d'une 
2 

grande homogénéité ; ?u contraire, le phenon F est tres héfSrogGne, 

la valeur de CT étant  Pa plais élevée. 

L'ensemble des conclusions des tests statistiques sont 

récapitulées sur les tableaux IV et V. Les donnees concernant le 

Z GC entre les classes A et A A l  et C, B et F, démontrent claire- 
1 2 ' 

ment qu'il nkxiste pas de différence significative dans le contenu 

global en GC de ces populations. L'écart entre leurs moyennes est 

inférieur à une unité en Z GC. 

Par contre et pour 1e.s mêmes raisons les autres différences 

entre les classes sont significatives. La classe D est celle qui se 

distingue le plus de toutes les autres classes. 

L'examen des résultats atteints avec un effectif plus 

restreint, nous conduit à considérer : 

1 .  les souches "médianes" ou "centrotypes" définies 

à partir des coefficients de similitude phenétique ; 

2. un échantillonnage de 5 souches comprenant la souche 

centrotype, les deux souches les plus proches et les 2 

souches les plus éloignées de la centrotype ; 

3. un échantillonnage de 10 souches rassemblant la 

souche centrotype, les 4 souches les plus proches et 

les 5 souches les plus éloignées. 

Le choix de celles-ci repose sur leurs distances à l'égard de la 

souche médiane de chaque classe ; sur les diagrammes (figure 9a) les 







souches "centrotypes" se situent à proximité des valeurs centrales 

(% GC moyen f 1 %), exception faite des classes A et E. Si dans 
1 

ces deux cas le % GC des "centrotypes" semble s'éloigner sensible- 

ment de celui attribué à la classe, le calcul de leur différence 

n'excède pas l'unité (1 X et 0,8 % respectivement). 

Les valeurs assignées à chaque classe (moyenne + - 1 écart 

type) sont représentées sur la figure 10, d'une part pour l'ensemble 

de la population, d'autre part pour des échantillonnages réduits. 

Sans se superposer totalement on peut dire qulell.es sont très voisines. 

La figure 1 1  représelitc quelques exemples (souches 

centrotypes) de courbes de dénaturation représentées en fonction de 

l'accroissement d'absorbance relative (intervalles de 1 "  C) et de 

la température. La distribution du contenu moyen en GC s'est montrée 

dans tous les cas asymétrique. On remarque la nette individualité 

des souches 72 (classe D) et 44 (classe F ) .  Les courbes dérivées 

de dénaturation des autres centrotypes connaissent un chevauchement 

plus ou moins important. Elles sont donc concernées par une même 

population statistique de molécules d'ADN. L'étendue des profils de 

fusion de l'ADN de la souchc 72 (classe D) est significative d'une 

plus grande hétérogénéité de composition en bases intramoléculaires. 

Un essai de corrélation entre les coefficients de simili- 

tude fournis par la taxonomie numérique et 1.e % GC est esquissé 

sur la figure 12. Chaque classe est représentée par un triangle 

inversé dont la base est constituée par Les variations des teneurs en 

GC (moyenne + - 1 ~ )  et le sonanet, par la valeur de la distance 

phénotypique qui caractérise chaque population bactérienne. 

La forme que prend le triangle témoigne de la dispersion 

à l'intérieur d'un groupe. Taxonomie numérique et étude du % GC se 

complètent pour dénoncer l'hétérogénéité ~articulière du groupe F : 

l'étendue des teneurs en GC est maximale et le coefficient de similitud 

est supérieur à celui des autres classes. 



Classes 

% GC de l'ADN des souches de chaque classe 

-............. ensemble de l a  population 

- --- échantil lonnage réduit (10 souches ) 

échantillonnage réduit ( 5 souches ) 

( les valeurs representent la moyenne +- un écart  type ) 
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8 5 90 
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95 température 

,,-,, souche 4 4  (classe F ) 
-souche 7 5  (classe A ~ )  ......... souche 54 (classe B ) 

, , , souche 59 (classe E )  

,,, souche 95 (classe C ) 
O 0 .souche 72(classe D)  

Fïg 11 : Dérivées des courbes de dénaturation de l' ADN 

des d if ferentes souches représen tutives de chaque classe 



Flg 12 : Relations entre les différentes classes 

basées sur un paramètre phenotypique {dis fance) 

et un paramètre génômique /%GC)  

- - - classe F . -.-. classe A, 

classe B .S.. -.... classe E 

...... ........ classe C ..-..-.. classe D 

- -  classe A2 



III - ANALYSE DES RESULTATS 

A. - METHODES DE DETERMINATION DU Tm 

Les méthodes étudiées, exception faite de la méthode 

graphique, nous conduisent à confirmer l'asymétrie des courbes de 

dénaturation thermique de l ' A D N  bactérien. 

Ce phénomène avait déjà été constaté par DE LEY et coll. 

(32) pour les genres Pseudomonas, Xanthomonas et quelques espèces 

de Chromobacterim. Quoique de signification encore douteuse, 

plusieurs auteurs ont cherché à l'expliquer. MANDEL et MARMUR 

(38) supposent qu'il traduit une certaine polydispersion de la 

molécule dans sa longueur. DE LEY et coll. (32) pensent à une 

hétérogénéité intramoléculaire mais n'excluent pas la possibilité 

d'un artefact dû au procédé d'extraction. KNITTEL et coll. (67) 

attribuent cette asymétrie à la présence de plasmides. Les travaux 

récents de YAMAGISHI et coll. (138, 139, 140) ont permis de déceler 

la présence de régions riches en adénine et thymine dans l'ADN 

de plusieurs espèces bactériennes. On peut logiquement penser que 

l'utilisation d'intervalles de chauffage réduits, traduit, sur les 

courbes de dénaturation, dans les zones de température les plus 

basses, la présence de ces régions riches en adénine et thymine. 

Le choix d'une méthode de détermination du Tm doit tenir compte de 

ce phénomène qui semble être assez général avec l'ADN bactérien 

(25) . 

La méthode qui a recours au papier probit et celle des 
I I  droites de régression" apparaissent, sur la base des constatations 

précédentes, d'un usage limité. Les avantages énoncés par KNITTEL 

(67) lorsqu'il emploie le papier probit, perdent leur signification 

lorsque l'analyse de ~ ' A D N  bactérien met en évidence deux populations 



gaussiennes. L'extrapolation des résultats à une population unique 

entraîne des imprécisions importantes. De même, l'étude de la fonction 

Dot + A t  
- DOt DOt + DO 

= f (  
t + At que nous avons assimilée 

a t  2 ) 

à deux "droites de régression",ne conduira à une mesure rigoureuse 

du Tm que si la distribution des bases à l'intérieur de la molécule 

d'ADN, suit la loi de LAPLACE-GAUSS. Son application fera donc inter- 

venir dans la plupart des cas un facteur de correction variable 

suivant l'ADN de la souche analysée. Ces deux techniques sont diffi- 

cilement applicables, étant donné leur manque d'universalité. 

Dans le cadre des analyses de routine, la détermination 

graphique du Tm apparaît comme une méthode recommandable. Elle est 

simple et rapide. Les résultats montrent son excellente reproducti- 

bilité. Cependant, l'étude de la fonctionaD0 - = f (t) suivie de 
At 

l'interpolation linéaire de la médiane, nous semble la méthode de 

choix. Elle n'est pas contingente de certaines évaluations subjectives 

dues à l'absence de parallélisme des extrémités de la courbe de 

dénaturation ou au tracé de la tangente. Elle nous apporte une 

meilleure connaissance du génôme bactérien. En plus du % GC moyen, 

elle fait apparaître, en effet, l'hétérogénéité de l'ADN analysé : 

les préparations d'ADN qui montreront un profil de fusion large 

seront l'indice d'une grande hétérogénéité dans la composition en 

bases intramoléculaires ; le coefficient de dispersion autour de 

la médiane, ainsi que la distance qui sépare le mode et la médiane, 

indiqueront, lorsqu'ils varieront pour des souches de même % GC moyen, 

l'existence de différences dans la séquence des bases de l'ADN ; 

la proportion de molécules à contenu GC commun dans deux échantillons 

d'ADN pourront être estimées à partir des aires de distribution 

communes (25) ; enfin, le rapport des siirfaces délimitées par les 

courbes dérivées de dénaturation de deux souches différentes nous 

conduira à évaluer la taille relative d'un échantillon d'ADN. 



La méthode est plus élaborée, donc plus complexe. Il est 

facile de remédier à cet inconvénient par l'usage d'une machine à 

calculer. 

Le traitement statistique des données confirme ces conclu- 

sions. Il nous indique également la nécessité d'effectuer un nombre ré- 

pété de mesures, parfois supérieur à trois, pour en augmenter la 

précision et les situer dans les valeurs limites de l'espèce étudiée, 

valeurs qui varient généralement de + - 2,5 % à + - 3,5 % autour du 

% GC moyen. 

B. - LES COEFFlCIENTS DE CHARGAFF 

1 - Corrélation entre taxonomie numérique et analyse du % GC 
1 

Les caractères analysés en taxonomie numérique sont 

l'expression phénotypique de l'information conservée dans l ' A D N ,  

alors que l'étude du % GC relève d'une connaissance directe du génôme. 

Les deux méthodes font appel à des options de classification diffé- 

rentes. Il semble donc opportun d'évaluer leur corrélation et de 

rechercher si elles se complètent ou se contredisent. 

Notre discussion doit prendre en considération le travail 

de taxonomie numérique pour effectuer cette comparaison.(50). 

Classe A : Levinea 

La classe A est composée de 18 souches dont les % GC 

sont compris entre 50 et 54. Elle comprend deux sous-classes A et 1 
A qui correspondent respectivement aux espèces L. maZonatica et 2 
L. amalonatica. Ces deux sous-classes ont des teneurs en GC moyennes 

de 51,7 % et 51,6 % ; la différence entre ces 2 moyennes nVest 

absolument pas significative (tableaux III et V - p 47 et 50).  



Il n'est pas étonnant de constater que ces deux sous- 

classes ont des valeurs des % GC identiques puisqu'elles ont en commun 

un grand nombre de propriétés phénotypiques ; signalons aussi qu'elles 

sont voisines par leur origine. 

L'étude génomique met donc en évidence un groupe relative- 

ment homogène, confirmant les relations établies par les études 

phénétiques. Les valeurs obtenues dans nos expériences (51,65 + 0,73) 
ne correspondent pas à celles de RICHARD et coll. (103) si l'on 

se réfère aux analyses de l'ADN des deux souches qu'ils ont analysées : 

le % GC est de 56 avec L. maZonatica et de 58 avec L. amalonatica. 

Dans notre étude, cette divergence ne peut tenir compte ni des erreurs 

expérimentales ni des écarts types observés. Il apparaît donc à 

l'évidence que la détermination de la valeur GC moyenne d'une espèce 

ne puisse reposer sur des analyses isolées, mais sur un ensemble 
! 

d'échantillons représentatifs d'une population. La proposition d'un 

statut de genre pour les Levinea confirmée par la valeur du % GC 

n'apparaît pas valable à la lumière de nos résultats personnels. 

Par contre, l'étude taxonomique qui a été faite, met en évidence 

son individualité en tant que classe. La moyenne des valeurs de 

cette classe ne présente pas de différence significative par rapport 

à celle de la classe C. 

Classe B : Citrobacter H ~ S -  

Le contenu moyen en guanine et cytosine de 73 % des 

souches réunies dans ce groupe se situe entre 49 % et 51 %. Quatre 

souches ont des pourcentages plus éloignés (47 % - 53 %). La teneur 

moyenne en bases peut être évaluée à 50 %. 

Les études phénétiques identifient ces souches au genre 

Citrobacter. La souche ATCC 6750 incluse dans cette classe a été 

considérée comme représentative de l'espèce Citrobacter intemediwn 



jusqu'à ce que EWING et DAVIS (36)  aient mis en évidence son 

aptitude à produire de 1'H S sur TSI agar. Il s'agit donc d'une 
2 

souche typique de C. freundii. Les valeurs des % GC sont approxima- 

tivement celles déterminées pour cette espèce (51 - 52,6 %)  (4, 78, 

121). On peut donc aussi bien par leurs caractères d'identification 

que par leur teneur en GC, rapprocher ces souches de l'espèce type 

de ce genre. 

Les différences phénotypiques entre les classes A et B 

se trouvent affermies sur le plan génômique. Les résultats des 

coefficients de CWRGAFF entre celles-ci présentent une différence 

significative pour une probabilité d'erreur de 1 % .  Compte tenu 

des études antérieures (50) ces deux classes sont identifiables 

à deux genres différents : les Levinea et les Citrobacter. Or, les 

résultats d'hybridation de CROSA et coll. conduisent à considérer 

L. maZonatica comme une espèce séparée de C. freundii tandis que 

L. amalonatica pourrait être incluse dans le genre Citrobacter. 

Dans l'état actuel des connaissances et en nous référant 

à notre double étude phénétique et génomique la création d'une 

classe correspondant aux Levinea apparaît valide. La définition 

d'un statut de genre ou d'espèce apparaît, pour l'instant, prématurée. 

Nos travaux ultérieurs en particulier à propos de C. freundii 

permettront sans doute de confirmer ces premières données car, 

rappelons-le, la classe B est par hypothèse assimilée à l'espèce 

C. freundii dont elle constituerait l'un des biotypes (H2S-). 

Ce critère apparaît également significatif dans les 

comparaisons des classes B - F, B - D et B - E .  

Classe C : Entérobactéries inclassables (classe nouvelle) 

Cette classe réunit 15 souches dont les teneurs en GC 

s'étendent de 50 % à 52 %, 3 souches dont le % GC est inférieur 



à 50 (48  % - 50 %), 2 dont le % GC est supérieur à 52. 

L'étude phénétique montre ici une classe particulièrement 

homogène et peu comparable aux autres classes, exceptée la D. Or, dans 

ce cas, les teneurs en % GC respectives les séparent sans ambiguité. 

Ce critère ne peut opérer une discrimination avec la 

classe A ; les différences signalées par traitement statistique 
1 

entre les classes A et C, B et C sont significatives à un risque 
2 

d'erreur de 5 %. Si l'on tient compte de l'individualité phénotypique 

des souches de cette classe,exprimée aussi par leur biotope, il est 

légitime de regarder toute similitude de composition en bases avec 

d'autres classes comme une coyncidence. 

Le caractère lysine + de ces souches a été rapporté 

antérieurement par LECLERC et BUTTIAUX (69). Analysées par CROSA 

et coll. (19) au cours d'études d'hybridation, elles ont montré 

une similitude maximale de 47 % avec le genre Serratia. Pour 

poursuivre ce rapprochement on peut noter que l'espèce Serratia 

ziquefaciens (51 - 52 %) a un % GC proche de celui de la classe C. 

11 apparaît pourtant que cette parenté soit illusoire compte tenu 

de l'homogënéité très nettement marquée de cette classe C sur le plan 

phénotypique et de son individualité par rapport au genre Serratia 

dans son ensemble. 

Classe D : Entérobactéries inclassables (classe nouvelle) -- 

10 soiiches viennent se grouper dans cette classe ; elle 

est caractérisée par un % GC moyen de 54. L'étude de ce coefficient 

objective des différences importantes entre cette classe et les 

classes restantes : parmi les six classes étudiées, celle-ci est 

la seule à présenter une différence hautement significative (Pe = 

0,01) avec toutes les autres classes. - 



Bien que différenciée de la classe C par l'étude de 

taxciriomie numérique, cette distinction n'apparaissait pas particu- 

lier~ment tranchée sur la base de caractères hautement significatifs. 

Elle se trouve ici confirmée par les valeurs des GC : l'écart moyen 

entre le % GC des deux classes atteint trois unités. 

Si les bactéries de ces deux groupes ont des génômes 
7 

dont la taille correspond approximativement à 10 paires de 

nucléotides, cette différence de 3 % représente approximativement 
4 

2 , 9  x 10 GC substitutions de la paire AT dans l'ADN des bactéries 

de cette classe (75). Ces substitutions survenant au hasard, il est 

logique de prévoir que les souches de ces 2 classes auront un 

nombre faible de séquences nucléotidiques communes. Les expériences 

d'hybridation qui sont en cours permettront de statuer sur cette 

hypothèse. Déjà les courbes de distribution du contenu GC entre 

l.es souches "centrotypes" de ces deux classes ne laisse présumer 

qu'un faible pourcentage d'homologie (figure 1 1  - p 53). 

Le rapprochement éventuel des souches de cette classe 
1 

avec d'autres genres de la famille des Enterobacteriaceae sur la 

base du % GC (Serratia 56 % - 58 % - KZebsieZZa 54 % - 59 %) (14, 68) 

n'est pas satisfaisant à la lumière des ïnformations phénétiques. 

Classe E : Entérobactéries acétoïne - proches des Enterobacter czoacae 

Cette classe est composée de 15 souches dont le % GC 

moyen est caractérisé par une valeur de 52,6. Elle représente 

une entité sur Pe plan phénétique qui s'exprime aussi génétiquement. 

En effet, les souches rassemblées dans cette classe forment un 

groupe très homogène dont la valeur moyenne du contenu GC est peu 

dispersée (52,6 + - 0,62). 

Les travaux de taxonomie numérique ont conduit à comparer 

cette classe à l'espèce Enterobacter cZoacae. 



Seule l'analyse de l'ADN de deux souches de cette 

espèce a été rapportée dans la littérature ; elle a révélé des 

teneurs en GC de 54 et 57 % ce qui est en totale contradiction 

avec nos résultats propres. Cette contradiction pourrait conduire 

à différencier la classe E de l'espèce Enterobacter cZoacae 

malgré les similitudes phénétiques observées. Cette hypothèse ne 

peut être retenue car la valeur du % GC de l'une de ces souches de 

collection (ATCC 13047) est de 54,6 % - 55,4 % dans la littérature 

(97) et de 51 % dans notre étude (2 extractions consécutives). Ces 

divergences r.endent à toute interprétation aléatoire. 11 apparaît 

sage d'attendre les informations complémentaires que nous four- 

niront les études phénétiques et génômiques en cours. 

Classe F : Entérobactéries inclassables - 

Les souches rassemblées dans ce groupe sont au nombre de 

28 dont 71 % ont une teneur en GC inférieure à 50 %. Pour les 

souches restantes la moyenne des % GC est de 51-52. 

L'hétérogénéité des valeurs des % GC dans ce groupe est 

frappante ; 7 souches sont nettement séparées des autres ; elles 

ont un 2 GC de 51-53,5. L a  souc'tie no 79 dont le contenu GC est 

extrême (53,5 %) correspond à une des souches de cette classe 

à distance de similitude phénétique très élevée. 

On pourrait évoquer l'existence de deux populations 

dont les % GC moyens se situeraient à 49 % et 51,5 % respectivement 

Une distribution bimodale identique a déjà été observée par 

COLWELL et MANDEL (14) pour l'espèce Serratia marcescens. Ceci 

n'avait pas retenu l'attention des auteurs. Il n'est pas impossible 

d'imaginer dans cette classe la présence de deux sous-groupes 

bactériens différents ayant un grand nombre de caractères communs. 



L'analyse étendue de ces souches par hybridation doit permettre 

de mieux interpréter ces données. Si celle-ci permet d'envisager 

ultérizurement deux sous-classes, un examen phénotypique plus 

approfondi deviendra indispensable. 

L%pparentement des souches de cette classe au genre 

Cikrobaeter ne paraît pas indiqué par référence aux caractères 

phénétlques ; il apparalt au contraire valide sur la base des 

% GC. 

Le rapprochement avec le genre Levinea n'est pas sou- 

haitable en analyse numerique ; elle n'est pas davantage confirmée 

par l'analyse des % GC : la variation de 2 % en GC entre cette classe 

et les classes A et A est significative à 95 %. 
1 2 1 

La différence observée entre la moyenne en GC de cette 

classe et celle des classes C, D et E est statistiquement très 

significative. 

Les études phénétiques ont permis d'envisager une 

parenté avec l'espèce E. agyZomemns. Si la diversité des caractères 

de cette espèce rend difficile toute comparaison objective, le 

% GC exclut totalement ce rapprochement (55 % à 56 % pour Erwinia 

herbicola) (94) . 

2 - Evaluation et conséquences générales 

Les informations apportées par l'analyse du % GC appa- 

raissent étroitement complémentaires des données fournies par la 

taxonomie numérique. Pourtant, des réserves peuvent être faites 

en ce qui concerne la classe F. Le contenu en bases de l'ADN se 

montre assez homogène à l'intérieur de chaque classe et indique 

que les groupements fondés sur le degré de similitude phénétique 

traduisent une relation génétique entre bactéries. 



Cette approche parallèle a l'avantage de permettre une 

meilleure description des unités taxonomiques de base avec un 

niveau d'information plus élevé qualitativement et quantitativement. 

Les deux méthodes se complttent parfaitement mais isolément elles 

sont assujetties à des limites de confiarlce moindres. La figure 

12 nous en apporte l'illustration par l'intrication de certaines 

classes {p.  54). 

L? têneur en bases de l'ADN d'un certain nombre de 

souches doit être précisée car il s'agit d'un critère fondamental 

préliminaire 5 toute &tude d'homologie de séquences. De plus, 

les informations d'ordre génétique pourront être confrontées avec 

profit à paxtir de cette dcnnée. Le besoin d'user de ce critère 

pour l'élaboration d'une taxonomie moléculaire apparaît dès lors 

impérat if. 

11 serait donc rationnel de concevoir les étapes qui I 

conduisent à la construction de la nouvelle classification des 

bactéries dans l'ordre suivant : 

taxonomie numérique ---3 X GC .---j hybridation 

On peut à juste titre rechercher le nombre le plus 

raisonnable de souches à analyser pour que chaque unité taxonomique 
' 

soit effectivement représentée. 

Eriger une relation directe et absolue entre les valeurs 

GC d'une souche considérée comme représentative (centrotype) et 

celles de la classe paraît difficile. Les erreurs pourraient être 

excessives. Par contre, on peut admettre qu'un échantillonnage 

minimum donnera une meilleure image de la populati.on. C'est pour 

répondre à ce type d'interrogation que nous avons opéré un choix 

sur 5 ou 10 souches tirées à l'intérieur d'un groupe par les 

critères d'indice de similitude proche ou éloigné du centrotype ; 



ce choix peut être consideré fait au hasard quant aux valeurs 

du % GC. En effet, des distances phénétiques faibles entre deux 

souches n' impliquentpas obligatoirement une teneur eri GC identique 

et vice-versa. T,es résultats sont ainsi d'interprétation statistique 

valable. 

L'examen de l a  figure 10 où l'on passe de J'analysa 

de toutes les souches à Ifanalyse d ' u n  effectif plus réduiL, fait 

apparaître des divergences faibles, Le % GC moyen d'un échantillon- 

nage de IO souches s'éloigne nu n ~ a x i m ~ ~ m  de 0,2 % pa r  rapport à la 

müyenve de la pc-tnillatton totale. i ,a  déviation observée pour un 

nombre de 5 souches ne dépasse pas 0 , 3  2 .  Seails les écarts types 

considérés diffgcent notablement dans  l'un et l'autre cas. Ceci 

est totalement concevable et répond aux règles statistiqiles des 

échantillons issus d 'une même population (p. 52). 

Il ne semble donc pas essentiel d'étudier tous les 

individus appartenant à iine classe pour que le % GC serve d'appui 

à la classification. 

On peut raisonnablement avancer que l'homogénéité 

observée dans les valeurs dd % GC ne dispense pas de selectionner 

dans le lot des souches à teneur extrême en bases nucléiques. 

Lorsque des classes nouvelles sont créées, l'examen d'un nombre 

plus élevé de souches apparaZt souhaitabl.e, afin de reporter leur 

% GC moyen de façon plus rigoureuse. 

Ces études détaillées nous conduisent à considérer par 

ailleurs la dispersiori en X GC de chaque classe (tableau III - p. 47) 
Celle-ci est variable mais ne correspond jamais à une grande 

hétérogénéité (sauf classe F). 

Quelle est la variation de composition en bases intrin- 

sèque à une classe que l'on peut admettre pour définir une véritable ' 

entité taxonomique ? 



S i  1'0x1 examine l e s  va leurs  rappor tées  dans l a  l i t t é r a -  

t u r e ,  l a  p l u p a r t  des  t eneu r s  des  % GC atf-r ibuées aux souches apparte-  

nant  à un même genre provierrnent de  i 9 e x p é r i e n c e  de  d i f f é r e n t s  

chercheurs ,  De p lus ,  ceux-ci s k d r e s s e n t  souvent à des c u l t u r e s  

réfgrericëes q u i  ne sorrt pas t o u j o ~ t r a  r e p r é s e n t a t i v e s  d 'un  phénon 

ou d 'une c l a s s e ,  Lc f a i b l e  ~ic?i~x~bre d e s  soücrtes analysées  r e s t r e i n t  l a  

va lour  e t  l a  po r t ée  de l l ~ n f c r r n a t i o n .  A ins i ,  Icç l i m i t e s  d ' hé t é ro -  

g f n é l t é  aceept.6cc, p o - ~ r  ?an niême genre v a r i e n t  clans une moyenne d e  

5 X à 8 Z -  

P l u s  r a r e -  sont  l e s  e tudes  ZIG l e s  a u t e u r s  p r ê t e n t  

a t t e r i t i s n  à l a  f o i s  au xlombt-r. de  souches ttr à l ' e s p è c e .  C i  tons  

en exemple c e r t a i n s  t ravaux de DE LEY e t  c o l l .  ( 2 4 ,  279, HANDEL 

(751, HOGAN e t  COLWELL (56 j .  Le premier examinant un grand nombre 

d e  souches r e c u e i l l e  des  é c a r t s  extrêmes qu i  s ' é l è v e n t  à 2 ,6  % en 

GC avec Agrobacter4wn t7mefaciens e t  à 5,5  i? avec N g ~ m s Z Z a  Zwoffi. 

Les observa t ions  du second s u r  Pseudo~nonas ,CZz~o~;esc?ens r appor t en t  

des  é c a r t s  de l ' o r d r e  d e  4  Z, Les d e r n i e r s  c i t e n t  pour Pseudomonas 

batkzyaetes une v a r i a t i o n  d e  5 %. D'au t r e s  exemples pour ra i en t  

confirmer c e t t e  d i v e r s i t é  des  r é s u l t a t s  e t  l e s  f l u c t u a t i o n s  admises 

pour une même espèce.  

Notre t r a v a i l  s e  d i s t i n g u e  s ~ ~ r t o i r t  d e s  précédents  par  

l e  l a r g e  é v e n t a i l  d ' échan t i l l onnage .  I l  e s t  probable que d e s  é tudes  

iden t iques  f e r a i e n t  appa ray t r e  des  d i s p e r s i o n s  équ iva l en te s  pour 

l e s  c l a s s e s  d é l i m i t é e s  e n  taxonomie numérique, c e  qui  p e r m e t t r a i t  

d ' a s s u r e r  d 'une façon géné ra l e  l a  c o m p a t i b i l i t é  d e  t e l l e s  v a r i a t i o n s  

(5 %) avec l e  niveau taxonomique l e  p l u s  é lémenta i re .  A p r é s e n t ,  

l a  déc i s ion  d 'une  d i v i s i o n ,  lo rsqu 'on  u t i l i s e  l a  composition en 

bases  comme une p a r t i e  d e  l a  d é f i n i t i o n  d 'un  groupe, d o i t  p l u t ô t  
A 

e t r e  fondée s u r  l ' u n i f o r m i t é  f o u r n i e  à p a r t i r  des  souches analysées.  



CONCLUSIONS 



Au cours de ces travaux, l'analyse de ~'ADN de 1 1 1  

souches, apparentées au genre Citrobacter, nous a permis d'aboutir 

à un certain nombre de conclusions originales. 

1 - Sur le plan taxonomique cette étude fait apparaître 

soit des divergences très significatives des % GC entre les diffé- 

rentes classes, divergences qui confirment l'analyse numérique, soit 

des résultats en contradiction apparente avec cette dernière: 

- L'individualité de la classe D qui comprend des souches 

lysine +, mise en lumière par l'analyse numérique est parfaitement 

confirmée par l'étude du % GC. 

- De même la classe C, qui comprend également des souches 

lysine +, apparaît indépendante de la classe précédente par les 

caractères phénétiques et par les teneurs en % GC. 

- La classe B ,  assimilée à l'espèce Citrobacter freundii 

par l'étude phénétique, se voit confirmée sur la base du contenu 

GC de l'ADN de ses souches. 

- La création d'une classe correspondant aux Levinea 
apparaît valide dans la double approche phénétique et génômique. 

- Les souches rassemblées dans la classe E ont un X GC 
qui les individualise des autres classes, mais qui exige d'autres 

approches taxonomiques avant d'en préciser la situation. 

- Les classes A et C, B et F ne peuvent être différenciées 

à la lumière de ce seul critère. Ce fait met en relief le besoin 

de l'utiliser en corrélation avec les données phénétiques. 

- La classe F est caractérisée par une grande hétérogé- 
néité du % GC des souches constitutives, hétérogénéité non mise 

en évidence par la taxonomie numérique. L'analyse de ces souches 

par hybridation s'impose. 



II - Sur le plan général il est possible de faire quelques 
remarques : 

- La sensibilité de la détermination du Tm conduit à 

opérer un nombre répété de mesures ; un nombre minimum de 3 répliques 

parart indispensable pour aboutir à des résultats cohérents et sta- 

tistiquement significatifs. 

- Les valeurs isolées des % GC retrouvées dans la litté- 

rature comme représentatives d'une espèce ne paraissent pas signi- 

ficatives. Il importe en effet de les définir à partir d'une popu- 

lation globale déjà analysée en taxonomie numérique. 

- L'élaboration d'une classification rationnelle tenant 
compte des différentes méthodes d'approche doit suivre un cheminement 

ordonné qui pourrait être schématisé par les étapes suivantes : 

1 .  analyse numérique 

2. mesure du % GC 

3. hybridation 

- Il ne semble pas indispensable d'étudier toutes les 

souches appartenant à une classe pour que le % GC soit représentatif 

de cette classe. Un nombre de 5 souches apparaît généralement 

suffisant. 

- Lorsque l'analyse ainsi programmée fait apparaître une 

hétérogénéité inattendue à l'intérieur d'une classe, l'examen d'un 

plus grand nombre de souches apparaît indispensable. 

- La définition d'une véritable entité taxonomique 

lorsqu'on utilise la composition en bases devrait être fondée 

sur l'uniformité fournie à l'intérieur d'une classe à la fois par 

les caractères phénétiques et génômiques. 
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