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ABREVIATIONS

A.D.N. ¢ acide désoxyribonucléique

A.R.N. :  acide ribonucléique

RNase : ribonuctéase

DNase :  désoxyribonucléase

4 GC : contenu en guanine et cytosine exprimé en pourcentage
E.D.T.A. :  &thyléne diamine tétraacétique de sodium

SSC x 1 ou SSC standard : solution saline citrate (NaCl!O,15M +
citrate trisodique 0,015 M - pH 7)

SSC x 0,1 ; x 1 ; x 2 ; x6 ; x 10 : divefses concentrations de

solution saline citrate par rapport & la SSC standard.

uv  : ultraviolet

nm : nanometre

Tm Tempéfafure correspondant & 50 % de la dénaturation d'un A.D.N.
pei - microcurie

A.D.N.-5H (écrit par erreur SH-A.D.N. dans le mémoire) : acide

désoxyribonucléique radicactif (marqué .au fTritrum)
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INTRODUCTION



La flore bactérienne des sols comprend principa-
lement, outre les Actinomycétes, un ensemble de germes que
la réaction de Gram permet de répartir en deux groupes :
les bactéries & Gram-positif ou variable, représentées

surtout par les genres Bacillus et Arthrobacter, et les

bactéries & Gram-négati f.

Les Bacillus, en raison de leur ubiquité et les

Arthrobacter, en raison de leur relative homogénéité dans

le sol, sont assez facilement identifiables par les méthodes

de détermination habituelles.

Pour les germes & Gram-négatif, le probléme est
trés différent car leur position taxonomique est imprécise.
De ce fait, ces bactéries sont souvent a l'origine des dif-
ficultés d'interprétation propres aux spectres bactériens

d'origine tellurique.

Les recherches que nous avons entreprises,concer-
nent donc ces germes & Gram-négatif pour lesquels nous avons
essayé, tout d'abord, d'établir un classement basé sur leurs
caractéres phénotypiques au moyen d'une méthode d'analyse
numérique. Comme dans ce groupe peu d'espéces, appartenant

essentiellement aux Enterobacteriaceae, fermentent les sucres,

nous avons limité notre étude en ne retenant dans notre
collection que les souches non fermentantes. Pour donner a

nos résultats une valeur taxonomique reposant sur les critéres
de la nomenclature actuelle, nous avons incorporé quelques

souches de référence dans notre analyse.

Enfin, pour un groupement particulier de germes mis
en valeur par l'analyse numérique, nous avons recherché,
pour préciser son identification, des analogies d'ordre géné-
tique par des méthodes biochimiques : composition en bases
des A.D.N. et calcul du % GC, hybridation des chafnes mono-

caténaires d'A.D.N. provenant d'organismes différents.
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I' NTRODUCT I ON

Depuis une vingtaine d'années, de nouvelles appro-
ches de la classification bactérienne se sont développées,
préparant ainsi une base solide pour le développement d'une
classification naturelle ; la taxonomie numérique en faif
partie (COLWELL, 1973 et STALEY et COLWELL, 1973).

La taxonomie numérique est |'expression d'une
classification polythétique. Disposant les individus en une
hiérarchie de classes, cette science cherche & décrire 1'équi-
libre des espéces, leurs ressemblances et aussi leurs parentés
(BENZECRI,1973) . Elle est fondée sur |'analyse adansonienne,
premiére méthode objective de classification qui considére
chacun des caractéres avec la méme valeur et le méme poids.
Aprés avoir été appliquée une premiére fois par SNEATH (1957),
plus de 250 travaux sont répertoriés dans ce domaine, surtout
depuis qué SOKAL et SNEATH (1963) ont mis au point des métho-
des aboutissant & des programmes pour calculatrices électro-
niques. De nombreux articles ont fait le point des apports de
la taxonomie numérique & la systématique bactérienne (COLWELL,
1973 - GOODMAN, 1972 - SUNDMAN, 1968 - VERON, 1969).

Un lot de bactéries non sélectionnées est étudié
en fonction d'un certain nombre de caractéres d'ordre mor-
phologique, physiologique, biochimique ou autre, choisis

avec minutie.

La codification des réponses données par chacune
des bactéries est variable d'un utilisateur &8 l'autre, mais
les résultats sont toujours traduits en langage binaire et
représentés sous forme d'une matrice logique comportant
autant de vecteurs-lignes qu'il y a d'individus et autant de

vecteurs-colonnes qu'il y a de caractéres.

Le plus souvent, c'est aprés calcul du coefficient
de similitude de chaque paire de souches que des groupes
"naturels" de similitude phénétique, appelés "phénons'" par
SNEATH et SOKAL (1962) peuvent étre établis suivant des

techniques mathématiques assez diverses.



En ce qui nous concerne, nous avons utilisé la
méthode d'analyse factorielle des correspondances déja appli-
quée par SOUMARE, LOSFELD et BLONDEAU (1973), qui a pour objeT>
.de représenter géométriquement dans un espace de faible dimen-
sion, des situations multidimensionnelles., Elle présente
I'avantage de ne pas dissocier les groupements d'individus
(souches bactériennes) de leurs caractéres (tests) et peut
ainsi aboutir a des diagrammes pour les individus seuls et
pour les caractéres seulsyen plus de la projection simultanée

des deux.

A chaque élément (individu ou caractére) est associé
un point représentatif si bien qu'un nuage de points apparaflt
dans un espace multidimensionnel, ce qui donne par le calcul
des distances, une représentation spatiale des similiTudés.

Ce nuage de points est projeté sur des sous-espaces & deux
dimensions et c'est le plan sur lequel la projection du nuage

est la moins déformée, qui fournit le plus d'informations.

Le but de ce travail étant la mise au point d'une
"clé" de détermination rapide des principales catégories de
germés, tous les critéres d'identification choisis sont impé-

rativement des tests simples et rapides.



MATERIEL ET METHODES

1. COLLECTION DE SOUCHES

Les souches bactériennes nécessaires & cette étude ont
éTé iéolées a partir de huit prélévements de terre effectués
dans la région du Mord de la France et numérotés de A & H. Leur
ﬁaTure est variée : A et H proviennent de terres rhizosphéri-
ques (choux et betteraves); G d'une terre de jardin; B, C, E et
F de terres a végétation permanente sauvage; et D d'une terre
momentanément sans couverture végétale. Leur pH est voisin de
6,0 sauf pour C (pH 5,4), F (pH 4,7) et G (pH 6,7).

L'isolement des souches est effectué aprés &talement et
incubation de suspensions-dilutions de chacune des terres sur
plaques nutritives gélosées suivant une technique déja décrite

(Soumarg et Blondeau, 1972). Pour la totalité des échantillons

de sols analysés, 881 souches sont ainsi étudiées (tableau 1).

TABLEAU 1
Etablissement de la collection bactérienne

Nb de ‘ Souches 3
Echantillons souches Souches 3 Gram-négatif
de terre examinées Gram-négatif non fermentantes
A 113 22 21
B 112 18 15
C 108 29 28
D 132 21 21
E 138 29 29
F 107 19 19
G 93 12 11
H 78 - 24 21
Total 881 174 165

Aprés examen. de leur réaction a8 la coloration de Gram
effectuée simultanément sur des cultures jeunes et dgées, toutes
celles qui sont Gram-positif ou variable sont éliminées, ainsi
que quelques unes proliférant trés peu sur les milieux gélosés.

L'utilisation de la technique de Hugh et Leifson (1953) permet



ensuite de reconnaitre les souches fermentant le glucose qui sont

3 leur tour écartées.

Les 165 souches récupérées, aprés contréle de leur pureté
par ta méthode des épuisements sur milieu gélosé, sont conservées,
d'une part par repiquages réguliers sur milieu gélosé de Bunt et
Rovira (1955), d'autre part par congélation en milieu glycériné

selon la technique de Quadling(1960).

Quelques bactéries répertoriées, provenant de la collec-
tion de |'Institut Pasteur de Paris, et appartenant & des genres
bactériens assez couramment signalés dans le sol, sont ajoutées
3 cette collection de souches telluriques : Pseudomonas fLucres-
cens, CIP 6613, codifiée PSF; Xanthomonas vascuforum, CIP 6373,
codifide XAV; FRavobacterium meningesepticum, CIP 6057, codifiée
FLM; Agrobacternium tumefacdens, CIP 6701, codifiée AGT; el Rhizo-
bium trnifolii, CIP [(Microb. du s08),codifiée RHT.

2. TESTS UTILISES POUR LA CARACTERISATION DES SOUCHES

Cinquante et un tests ont été sélectionnés (tableau 2).

Pour tous, sauf indication contraire, les milieux de cultures
utilisés sont stérilisés & 115°C; les ensemencements sont effec-
tués & partir de cultures &dgées de 48 h sur milieu liquide de

Bunt et Rovira; |'incubation s'opére & 28°C.

TABLEAU 2
Tests utilisés pour la caractérisation des souches

1. Mobilité 26. Résistance a la streptomycine (25 pg/ml)

2. Production de pigments solubles fluorescents 27. Tolérance au NaCl 37 (forte)

3. Production de pigments solubles non fluorescents 28. Tolérance au NaCl 3% (faible)

4. Production de pigments insolubles 29. Tolérance au NaCl 67

5. Absence de pigments 30. Tolérance au NaCl 107

31. Croissance 4 4°C

6. Présence d’une cytochrome oxydase 32. Croissance 3 8°C

7. Présence d’une uréase 33. Croissance 4 37°C

8. Présence d’une phosphatase acide 34, Résistance au lauryl sulfate de sodium

9. Présence d’une catalase
10. Présence d’une gélatinase 35. Croissance sur milieu minéral
11. Présence d’une amylase 36. Exigences en acides aminés
12. Présence d’'une DNase 37. Exigences en vitamines -
13. Dissolution du CaHPO, ) 38. Exigences en extrait de terre et de levure
14, Présence d’une lipase 39. Croissance sans azote
15. Oxydation du glucose (rapide) 40. Dégradation de I’arginine en anaérobiose
16. Oxydation du glucose (lente) 41. Production de cétolactose a partir de lactose
17. Oxydation du xylose 42. Réduction des nitrates en nitrites ’
18. Oxydation du saccharose 43. Production de SH2
19. Utilisation du citrate de sodium 44. Réduction du lait tournesolé
20. Utilisation de I’acétate de sodium 45. Alcalinisation du lait tournesolé
21. Utilisation du succinate de sodium 46. Acidification du lait tournesolé
22, Utilisation du benzoate de sodium (rapide) 47. Coagulation du lait tournesolé
23, Utilisation du benzoate de sodium (lente) : 48. Production de NH, a partir des peptones

49. Production d’indole

24, Résistance a la pénicilline (100 Ul/ml) 50. Décarboxylation de la lysine

25. Résistance au chloramphénicol (25 ug/ml) 51. Dénitrification




La mobilité est recherchée aprés inoculation par
piqlire centrale dans un milieu nutritif gélosé & 3% et la pro-
duction de pigments est notée aprés ensemencement du milieu
de King B suivi d'une incubation & la lumiére. Les pigments

fluorescents sont décelés en lumiére UV.

Pour la mise en évidence des activités enzymatiques
la cytochrome oxydase et |'uréase sont recherchées & |'aide des
papiers réactifs "Pathotec" ; la phosphatase acide avec les
réactifs "Phosphatases Kit" (B.D. Mérieux) et la catalase selon

la technique classique en employant |'eau oxygénée.

La gélatinase est détectée sur gélatine nutritive
(Difco) aprés 10 jours d'incubation; |'amylase sur milieu 3
base d'amidon de riz aprés 5 jours de culture; la DNase sur

gélose DNase (B.D. Mérieux) aprés 2 jours de culture.

Les techniques employées pour la mise en évidenée
de ta dissolution du phosphate de calcium et de la produc-
tion de l|ipase sont respectivement celles de Katznelson et
Bose (1959) et de Sierra (1957). | |

L'oxydation des sucres est déterminée suivant la

technique de Hugh et Leifson (1953), aprés 7 jours d'incuba-

tion sauf pour le glucose dont |la réaction est lue aprés 7

Jours (oxydation dite rapide) ou 10 jours (oxydation lente).

Le citrate de sodium , I'acétate, le succinate et le
benzoate sont incorporés dans le milieu de Christensen. Leur
utilisation est notée aprés 48 h d'incubation, sauf pour le
benzoate qﬁi comporte une lecture supplémentaire aprés 24 j

(utilisation rapide).

La résistance aux antibiotiques, au chlorure de so-
dium et le comportement aux Témpérafures de 4, 8 et 37° C
sont étudiés avec le milieu liquide de Bunt et Rovira, et les
résultats sont notés aprés & jours d'incubation. Le méme mi-
lieu de base est employé, mais & |'état gélosé, pour mettre
en évidence la résistance au laury! sulfate de sodium dont

["intérét est signalé par Christensen et Cook (1972). Cette

résistance est déterminée aprés 5 jours d'incubation en bof-
tes de Pétri.



les exigences nutritionnelles (tests 35 & 38) sont

étudiées avec les milieux de Lochhead et Chase (1943), mais

en employant la technique des répliques de Lederberg et lLeder-

berg (1952). Par ailleurs, un milieu liquide exempt d'azote
permet la différenciation des germes fixateurs d'azote molécu-

laire.

Les derniers tests indiqués dans le tableau 2 sont
souvent relatifs & des activités cataboliques. La dégradation
de I'arginine en anaérobiose est détectée suivant la méthode
de Thornley (1960) ; la production de céfolactose, suivant

celle de Bernaerts et de Ley (1963), et la dénitrification,

suivant celle de Stanier et coll. (1966).

Les autres tests sont d'utilisation trés courante en
microbiologie : la réduction des nitrates est révélée aprés
48 h d'incubation, la production de SH2 est vérifiée & partir
d'un milieu contenant de la cystéine, aprés 15 jours d'incu-
bation et le comportement des souches sur lait fournesolé
(l'itmus milk BBL), aprés 10 jours d'incubation. Enfin, la
production d'ammoniaque & partir des peptones (Bacto peptone
Difco) est mise en évidence évec le réactif de Nessler, celle
de ['indole avec le réactif de Kovacs, et la lysine Taylor est

employée pour étudier la décarboxylation.

Les résultats donnés par les tests sont notés par
plus (+) ou par moins (-) selon que les réactions sont posi-
tives ou négatives. lLes réponses douteuses sont vérifiées par

une deuxiéme analyse,

3. ANALYSE NUMERIQUE

Le cIéssemenT des souches en fonction de leurs affi-
nités a été effectué au moyen de I['analyse factorielle des
correspondances, selon la méthode et les programmes congus par
le laboratoire du Professeur Benzecri (l.S.U.P., Paris). Le
traitement a été effectué sur un ordinateur I1BM 360/25 (Dépar-
tement Informatique, I.U.T. Lille). Cette méthode d'analyse -
avait déja été appliquée pour 1'étude du.specfre bactérien

d'une microflore d'origine tellurique (Soumaré, lLosfeld et
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Blondeau, 1973) : & partir d'une maTrice‘logique.dans laquelle

les répbnses données par les tests sont codées par 1 (+) ou

0 (-), I'analyse des vecteurs lignes représentés par les sou-
ches bactériennes, et des vecteurs colonnes correspondant aux
tests permet de calculer les distances entre chaque couple

de bactéries (ces distances sont choisies de telle sorte qu'
elles soient faibles pour deux souches présentant des vecteurs
lignes comparables, et importantes si deux souches présentent
~des vecteurs lignes sans rapport). L'obtention de ces dis-
tances conduit au regroupement des bactéries en fonction de
leurs affinités, par rapport aux tests qui les ont caracté-

risées.
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RESULTATS

Le ftableau 3 récapitule le nombre de réponses
positives données par les 165 souches en fonction des 51
tests employés. Pour la numérotation de ces tests, les
chiffres correspondent & ceux du tableau 3. I|ls sont sulvis
d'une codification comportant quatre lettres ou chiffres,
nécessaire & la programmation. Les tests 30 (tolérance au
NaCl 10%) et 39 (croissance sans azote) donnant des réponses

uniformément négatives, ont été éliminés de I'analyse factoriel-

le.

A TABLEAU 3
Nombre de réponses positives données par les 165 souches en fonction des 51 tests

Tests Nombre de Tests Nombre de
réponses réponses

N° Abréviation positives N° Abréviation positives

1 MOBI 54 27 NA3F . 94

2 PISF 49 28 NA3P 108

3 PISM 13 29 NAO6 5

4 PINS 30 30 NAI1O 0

5 PAPI 73 31 CT04 31

6 COXYy 92 32 CT08 90

7 UREA 41 33 CT37 63

8 PHAC 75 34 RSLS 104

9 CATA 62 35 MGOO 56
10 GELA ) 66 36 MGAA 95
11 PAMY 44 37 MGVI 17
12 PDNA 39 38 MGLT 17
13 DICA 19 39 MSAZ 0
14 PLIP 78 40 ARGI 53
15 GOXR 66 41 CETO 2
16 GOXL 90 42 NITR 43
17 ACXY 67 43 CSH2 3

18 ACSA 3 44 RELT 88
19° UCIT 113 45 ALLT 63
20 UACE 137 46 ACLT 9
21 usuc 131 47 COLT 4
22 UBER 103 48 PNH4 96
23 UBEL 131 49 INDO 4
24 RPEN 147 50 DELY 34
25 RCHL 114 51 DNIT 12
26 RSTR 18

1. RESULTATS DE L'ANALYSE FACTORIELLE

Cette méthode permet |'établissement de diagrammes
qui représentent les souches et les tests projetés sur divers
plans déterminés par la combinaison de deux axes exprimant les
affinités entre les souches en fonction des tests. Afin d'ob-
tenir une visualisation suffisamment complé&te de toutes ces af-

finités, cing axes ont été utilisés,



12

Aprés examen des différents diagrammes découlant de
notre étude, il s'est avéré que le maximum d'informations sur la
population bactérienne se traduit particuliérement dans ceux qui
sont donnés par la combinaison des axes 1 et 2 ( 1 x 2); 1 et 3
(1 x 3) et 2 et 4 (2 x 4).

L'utilisation des résultats donnés parallélement par
une seconde analyse factorielle réalisée a partir des réponses
inverses aux tests("non tests") apporte aussi des renseignements
utiles qui apparaissent dans la combinaison des axes 1 et 2
(1 x 2). Cette analyse complémentaire permet en effet de consi-
dérer les analogies entre les souches aussi bien lorsqu'elles

donnent un résultat négatif qu'un résultat positif.

Deux de ces diagrammes (1 x 2 et 2 x 4) sont
présentés ici (figures 1 et 2). Sur ceux-ci, afin de faciliter
la lecture, seule est indiquée la distribution des bactéries,

celle des tests étant de moindre intéré+t.

L'examen de l'ensemble de ces diagrammes a permis
de différencier huit "classes" ou "phénons". Ces groupements
de souches, situés de part et d'autre de I'origine (OR) matéria-
lisant leur centre de gravité, sont représentés dans les figures
par des symboles alors que la disfribufion des cing souches de

référence est indiquée par I'intermédiaire de leur codification.

Ces huit phénons, dont chacun, conventionnellement
représente un minihum de trois souches, regroupent 130 bactéries,
c'esf?é—dire 78,7 % des individus de notre collection. Deux de
ces phénons sont particuliérement importants : le phénon 3 (Ph 3)
rassemblant 41 souches, et le phénon 8 (Ph 8) rassemblant 52
souches, associées avec une souche de référence : P. fLuorescens
(PSF). Le pourcentage des réponses positives données par les
souches classées en fonction des tests utilisés pour leur carac-
térisation est indiqué dans le tableau 4 ; et la répartition de
celles-ci en fonction de leur origine est donnée dans le fableau
5 qui accentue |'intérét des souches des phénons 3 et 8 présents

dans toutes les terres analysées.
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TABLEAU 4a
Pourcentage de réponses positives données par les 130 souches classées en fonction des tests

Phl, Ph2, Ph3, Phd4, Phs, Phé, Ph7, Phs,
Tests 10 souches 5 souches 41souches 8souches 4 souches 7 souches 3 souches 52souches
1. MOBI 90 40 0 0 0 28,57 33,33 53,84
2. PISF 0 0 0 0 0 0 0 94,23
3. PISM 0 0 31,7 0 0 0 0 0
4. PINS 0 0 0 100 100 85,71 100 1,91
5. PAPI 100 100 68,3 0 0 14,28 . 0 1,91
6. COXY 100 80 4,87 0 100 28,57 0 100
7. UREA 50 40 0 12,5 0 28,57 0 42,30
8. PHAC 0 0 100 50 100 57,14 33,33 23,07
9. CATA 0 40 41,46 50 75 42,85 100 44,25
10. GELA 0 0 97,56 0 100 14,28 33,33 38,47
11. PAMY 10 40 7,31 100 25 57,14 100 21,15
12. PDNA 0 0 56,1 62,5 50 42,85 66, 66 1,91
13. DICA 0 0 2,44 12,5 0 0 0 28,84
14. PLIP 0 20 100 75 100 71,42 100 17,30
15. GOXR 50 100 21,95 50 100 42,85 33,33 42,30
16. GOXL 60 100 29,26 50 100 71,42 33,33 71,15
17. ACXY 70 0 9,75 0 0 57,14 100 78, 84
18. ACSA 70 0 14, 63 12,5 0 28,57 100 13,46
19. UCIT 30 0 97, 56 50 25 57,14 100 78, 84
20. UACE 100 80 82,92 25 50 57,14 100 92,32
21. USUC 90 40 92,68 37,5 0 71,42 100 92,32
22. UBER 30 0 92, 68 0 0 0 0 94,23
23. UBEL 90 40 100 0 0 28,57 0 100
24. RPEN 100 60 97, 56 50 100 87,71 0 98,07
25. RCHL 10 0 85, 36 25 100 42,85 -0 92,32
TABLEAU 4b
Pourcentage de réponses positives données par les 130 souches classées en fonction des tests
Phl, Ph2, Ph3, Ph4, Ph s, Ph6, Ph7, Ph8,
Tests 10 souches 5 souches 41souches 8souches 4souches 7 souches 3souches 52souches
26. RSTR 30 20 63, 41 50 100 71,42 100 28,84
27. NA3F 0 60 95,12 37,5 100 28,57 0 65, 57
28. NA3P 0 60 97, 56 50 100 42,85 0 82,69
29. NAO6 0 0 2,43 0 0 14,28 0 1,91
31. CTO4 0 0 2,43 0 25 14,28 0 51,93
32. CTOS8 10 20 36, 58 25 50 71,42 0 92,32
33. CT37 10 60 63,41 37,5 0 28,57 100 28,84
34, RSLS 70 20 90, 24 0 0 14,28 33,33 73,06
35. MGOO 90 0 0 12,5 50 57,14 100 48,76
36. MGAA 10 0 100 25 50 42,85 0 48,76
37. MGVI 40 0 2,44 12,5 0 14,28 33,33 11,42
38. MGLT 0 100 0 62,5 0 0 0 3,82
40. ARGI 0 0 0 0 0 0 0 98,07
41. CETO 0 0 0 0 0 0 0 0
42. NITR 50 20 34,14 12,5 50 0 0 13,46
43. CSH2 0 0 0 0 0 0 0 1,91
44. RELT 10 20 100 0 100 85,71 100 38,47
45. ALLT 9 80 0 0 0 0 0 61,53
46. ACLT 0 0 0 87,5 0 0 0 0
47. COLT’ 0 0 0 0 0 14,28 100 0
438. PNH4 0 0 75, 61 0 100 14,18 33,33 100
49. INDO 0 0 0 0 100 0 0 0
50. DELY 0 20 21,95 12,5 0 14,28 0 28,84
51. DNIT 70 0 0 0 0 0 0 7,69
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TABLEAU 5
Répartition des souches classées en fonction de leur origine

Echantillons de terre
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Phénons

Ph, (10 souches)
Ph, (5 souches)
Ph; (41 souches)
Ph, (8 souches)
Phs (4 souches)
Phg (7 souches)
Ph, (3 souches)
Phs (52 souches)
Non classées
(35 souches)

Total (165 souches) 21 15 28

o= =S| -
el &
G

owl =] moawm
[ owl |

saal ol <l
[NV I I B NP
ovl vvwnl ~

©
wol

—
~NqWwWiw

N
o
N
o
—
o
—
—
N
amt

Une autre relation entre souche de référence et phénons
est & remarquer : F. mendingesepticum (FLM) est associée au phénon
5. Cette similitude, assez peu apparente dans les diagrammes repré-
sen+és dans les figures 1 et 2, est particuliérement nette dans le

diagramme "non test" 1 x 2,

2. APPLICATION DES RESULTATS

Ces résultats ont ensuite été exploités afin de mettre
au point une méThoquogie applicable aux analyses microbiologiques

‘du spectre bactérien des sols.

Les données du tableau 4 permettent de sélectionner les
tests individualisant les phénons. Ces tests ont une valeur dis--
criminative quand les réponses sont en majorité négatives ou posi-
tives ou mieux encore, quand elles sont totalement opposées ou

presque pour les différents phénons.

Ces tests les plus significatifs, au nombre de 21, sont
mentionnés dans le tableau 6. L'analyse factorielle appliquée
aux 130 souches classées en ne faisant intervenir que cet ensem-
ble restreint de 21 tests donne des résultats comparables aux
précédents, c'est-ad-dire que les différents phénons restent bien
individualisés dans les diagrammes. La figure 3 représente |'un

de ces diagrammes (1 x 2).

A la suite de ce résultat, d'autres sélections plus’
restreintes de tests ont été analysées (tableau 6) Pour la sélec-
tion 2, qui comporte 13 tests, nous avons éliminé d'abord tous

ceux qui présentent un caractére de complémentarité, ne conser-
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vant que les plus significatifs. Pour des raisons techniques, !a
mobilité a également été supprimée, sa lecture étant toujours

trés délicate, surtout pour les germes d'originevfellurlque. Le
test 14 (lipase) dont les réponses sont variables pour de nombreux
phénons et le test 51 (dénitrification) qui n'est positif que pour

un phénon sont eux aussi écartés.

Dans les sélections 3 et 4, |'élimination de trois
tTests réduit leur nombre & 10.

L'analyse numérique appliquée & ces sélections 2, 3 et
4 prouve que si l'utilisation de 13 tests (fig. 4) donne encore
un résultat satisfaisant (sauf pour le phénon 4), les deux va-
riantes 3 |10 tests ne permettent plus I'individualisation correc-
te des phénons : ceux-ci présentent, sur les diagrammes, soit

des chevauchements entre eux, soit des hétérogénéités. Dans le

cadre de cette analyse, l'utilisation de ces 13 tests apparait

donc comme une |imite.

TABLEAU 6
Listes comparatives des tests composant les quatre sélections retenues

1ére sélection 2iéme sélection 3iéme sélection 4iéme sélection
(21 tests) (13 tests) (10 tests) (10 tests)
1. MOBI .
2. PISF 2. PISF 2. PISF 2. PISF
3. PISM
4. PINS 4. PINS 4. PINS 4. PINS
5. PAPI S. PAPI 5. PAPI
6. COXY 6. COXY 6. COXY 6. COXY
8. PHAC 8. PHAC 8. PHAC
10. GELA 10. GELA 10. GELA 10. GELA
14. PLIP
23. UBEL 23. UBEL 23. UBEL
35. MGOO
36. MGAA 36. MGAA 36. MGAA 36. MGAA
37. MGVI
38. MGLT 38. MGLT 38. MGLT
40. ARGI 40. ARGI 40. ARGI 40. ARGI
44. RELT 44, RELT 44. RELT 44. RELT
45. ALLT
46. ACLT
47. COLT 47. COLT 47. COLT
48. PHN4 48. PNH4 48. PNH4

51. DNIT
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Le tableau 7 permet la cémparaison des phénons en
fonction de l'utilisation de ces 13 tests, et le tableau 8, en
proposant |'établissement d'un ordre hiérarchique parmi ces
tests facillte cette comparaison. Enfin, aucune des 35 souches
initialement non classées ne peut s'insérer dans I['un des prin-
cipaux phénons en appliquant l|'ordreschronologique des critéres

de différenciation indiqués dans ce dernier tableau.

TABLEAU 7
Comparaison des différents phénons en fonction des 13 tests sélectionnés

Caractéres Ph 1 Ph 2 Ph3 Ph 4 Ph5 Ph 6 Ph7 Ph8
2. PISF - - - - - - - +)
4. PINS - - + + (+) + (=)
5. PAPI + + o - - ) - (-)
6. COXY + +) (-) - + (-) - +
8. PHAC - - + + + + (-) -)
10. GELA - - +) - + (-) (=) +

23. UBEL +) + + - - ) - +
36. MGAA - -) - + (-) + + - +
38. MGLT - + - + - - - (=)

40. ARGI - - - - - - - (+)

44. RELT (=) (=) + - + (+) + +

47. COLT - -~ - - - ) + -

48. PNH4 - - +) - + (-) ) +

Note: +: Toutes les souches répondent posmvement
—: Toutes les souches répondent négatwcment
+ : Toutes les souches répondent positivement ou négativement dans des proportions approximativement égales.
(+): La majorité des souches répondent positivement.
(—): La majorité des souches répondent négativement.



TABLEAU 8
Individualisation chronologique des huit phénons suivant les indications données dans le tableau 7

Bactéries
a Gram-
non fermentantes

___Non

pigmentées

— Pigmentées

__ Cyt. oxydase +
Gélatinase —

| _ Cyt. oxydase —
Gélatinase +
Phosphatase +
Exigences en AA
Réduction du lait

___ Pigment non
soluble

| __Pigment soluble
Fluorescent

Pas d’exigences

nutritionnelles

Exigences

A 4

nutritionnelles

h 4

Cyt. oxydase +
___Gélatinase +

A4

NH,4* produit
Lait réduit
(Non coagulé)

Cyt. oxydase —
| Gélatinase —

NH4* non produit
Lait non réduit
(Non coagulé)

Cyt. oxydase +

Gélatinase (—)
— NH, rarement produit
Réduction du lait +
(Coagulation +)

Cyt. oxydase +

e ——

Arg. dihydr. +
NH,* produit

Ph1

Ph2

Ph 3

Ph 5

Ph 4

Ph 6 et
Ph 7

Ph 8

19
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DISCUSSION

Les pourcentages de bactéries & Gram-négatif présentes
dans nos échantillons de terre varient de 13 & 27 % et sont compara-
bles a ceux que d'autres types d'analyses ont déja donnés & partir

de sols de la méme région géographique (Soumaré et Blondeau, 1972).

En fonction des regroupements que l'analyse factorielle
nous a permis d'obtenir, il est possible d'analyser chacun des phé-

nons.

ETUDE DU PHENON 8

4

Avec les 52 souches qui le constituent, c'est le phénon
le plus important. |l est représenté dans chacun des &chantillons de
terre analysés, mais plus particuliérement dans |'échantillon E, terre

3 végétation permanente sauvage.

La présence d'un pigment soluble fluorescent, d'une cy-
- tTochrome oxydase, d'une arginine dihydrolase, et la production d'am-
moniac & partir des peptones sont les principaux critéres de différen-

ciation de ce phénon. D'autres propriétés le définissent plus en dé-

tail : |'utilisation des acides organiques et du benzoate, la résis-
tance & la pénicilline et au chloramphénicol, la croissance & 8°C
et, en général, l'oxydation du glucose et du xylose.

Ces caractéristiques, appuyées par les affinités pré—.
sentées par la souche de référence P. {Luorescens, permettent dl'assi-

miler ce phénon 8 au genre Pseudomonas (Breed, Murray et Smith, 1957-

Shewan et Haynes, 1967) et méme au groupe "fluorescent" proposé par
Stanier et coll. (1966).

Shewan et coll, (1960) et Gyllenberg et Rauramaa (1966)

signalent la résistance & la pénicilline comme caractére significatif
du genre Pseudomonas. Nos propres résultats confirment cette propri-'"~
été ; mais sans donner une valeur taxonomique primordiale car les
autres phénons donnent une réponse semblable. Remarquons aussi que

la dissolution du phosphate de calcium, test caractéristique du

- "groupe fluorescent" d'aprés Ostwal et Bhide (1972), est posifif

pour 28,8 % des souches du phénon 8.
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2. ETUDE DU PHENON 3

Si la position taxonomique du phénon précédent
n'a pas posé de problémes trés particuliers, le cas des 41
souches du phénon 3 est plus délicat étant donné qu'aucune

souche de référence n'y est incluse.

Ces souches présentent les caractéristiques sui-

vantes : absence de pigment, de cytochrome oxydase et d'uréase ;
immobilité ; présence d'une gélatinase, d'une phosphatase et
d'une lipase ; utilisation des acides organiques et du benzoate;
résistance &8 la pénicilline, au chloramphénicol, au lauryl

sulfate ; enfin exigence en acides aminés et réduction du lait.
‘Remarquons au sujet de la pigmentation que le tableau 4 indique
la production de pigments solubles non fluorescents pour cer-~
taines souches du phénon 3. En réalité, apré&s un examen plus
approfondi, il semble que la coloration brundtre apparaissénT
dans le milieu de culture soit plutdét la conséquence d'une modi-

fication chimique de celui-ci provoquée par ces germes.

Compte tenu des caractéristiques énoncées précé-
- demment, il est possible de comparer les souches du phénon 3 aux

Acinetobacten, genre proposé par Brisou et Prévot (1954), modi-

fié pat Steel! et Cowan (1964), rassemblant des bactéries immo-

biles ne possédant pas -de cyfochrome oxydase, de fagon & les

différencier des Achromobacter, mobiles (Brisou et Prévot, 1954)

et des Monaxeﬂﬁa, possédant une cytochrome oxydase (Juni 1972-
Samuels, Pittman, Tatum et Cherry 1972 -~ Steel et Cowan 1964).

"Les propriétés générales des bactéries de ce phénon
présentent en effet des analogies avec la souche type A.
anitratus (Brisou,1957) primitivement appelée Bacterdium andtratum

Schaub et Hauber, et analysée par Hugh et Reese ainsi qu'avec

les Acinetobacten étudiés par d'autres auteurs (Bauman, Doudo-
roff et Stanier, 1968 - Gilardi, 1969 et 1971 - Thornley’1967).

Cependant certains critéres les différencient
non seulement la production de nitrites décelable pour un tilers

de souches, mais aussi l'activité protéolytique et surtout les
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exigences nutritionnelles. La gélatinase est en effet produit
par 40 souches et le besoin en acides aminés caractérise les
41 souches alors que les Acinetobacten, habituellement, pro-
liférent sur des milieux trés simples (Juni 1972, Snell et

Lapage, 1973, Warskow et Juni 1972).

Ces particularités ne permettant pas de préciser
la position taxonomique exacte des souches, des recherches
complémentaires devront é€tre envisagées. De ce fait il est
utile de définir une souche type, représentative du phénon.
Grace & la méthode d'analyse factorielle, cefte souche est
facile & désigner ; c'est celle qui doit se situer, dans les
di fférents diagrammes, au centre des projections relatives
au phénon 3. 1l faut également que ses propriétés correspon-
dent aux caractéres représentatifs du phénon, dans leur tota-
lité. C'est la souche C 17, dont le symbole sur Ies-diagramme
est encadré (figures 1 et 2) qui a été choisie. Sa fiche
signalétique est résumée dans le tableau 9.

TABLEAU 9
Fiche signalétique de la souche type C17 du phénon 3

1. MOBI - 20. UACE + 37. MGVI

5. PAPI + 21. USUC + 38. MGLT -
6. COXYy -~ 23. UBEL + 40. ARGI

7. UREA - 24. RPEN + 41. CETO -
8. PHAC + 25. RCHL + 42. NITR +
9. CATA + 26. RSTR + 43, CSH2 -
10. GELA + 27. NA3P + 44, RELT +
1. PAMY - 29. NAO6 — 45 ALLT -
12. PDNA + 31. CTO4 — 46 ACLT -
13. DICA - 32. CTO8 - 47. COLT -
14. PLIP + 33, C137 + 48. PNH4 +
16. GOXL - 34. RSLS + 49. INDO -
17. ACXY - 35. MGOO - 50. DELY -
18. ACSA - 36. MGAA + 51. DNIT -
19. UCIT +

3. ETUDE DES PHENONS 1 et 2

Ils présentent entre eux certaines affinités
et regroupent, avec le phénon 3, I'ensemble des souches non
pigmentées.

Les souches du phénon 1, qui sont généralement

mobiles et possédent une cytochrome oxydase, mais pas de

phosphatase ni de gélatinase et lipase,sont bien distinctes
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de celles du phénon 3. En fonction des indications données

dans le "Bergey's Manual" (Breed, Murray et Smith-1957) et

des précisions de Hendrie et coll. (1964), elles peuvent étre

assimilées au genre Achromobacten. Le pouvoir dénitrifiant

des bactéries classées dans le genre, signalé par Moore et
Pickett (1960), est d'ailleurs présent chez 70 % de nos souches
mais toutes sont catalase négative contrairement aux données

de Hugh (1970).

Quant aux souches du phénon 2, elles ne se
distinguent pratiquement de celles du phénon précédent que par
leur comportement vis-a-vis des sucres (toutes oxydent le
glucose, mais pas le xylose ni le saccharose) et leurs exigences

nutritionnelles particuliéres.

4. ETUDE DES PHENONS 4, 5, 6 et 7

Au point de vue de leur importance numérique, ce
sont des phénons mineurs, d'autant plus qu'ils ne sont repré-
sentés que dans certains échantillons de terre, La‘pigmenfafion’
leur est commune : jaune pour les phénons 5, 6 et 7, jaune ou

rose pour le phénon 4,

Les relations taxonomiques de ces phénons avec les
genres bactériens bien définis sont trés délicates compte Tenu
de 1'absence de nomenclature correcte et des difficultés que
les recherches récentes dans ce domaine soulignent (Bean et
Everton, 1969 - Gavini, 1972 - McMeekin , Stewart et Murray,
1972).

Pour le phénon 5 cependant, la présence de la
souche de référence F. mendingesepticum facilite le rattachement
des souches & ce genre quoique certains tests : la production
de lipase, 'utilisation du benzoate et I'action sur le lait
donnent des réactions contraires. L'origine clinique de cette

souche (Buttiaux et Vandepitte, 1560) peut expliquer ces

différences.

Pour dles autres phénons, il est trés difficile de

tirer des conclusions. Les phénons 6 et 7 sont peut-&tre assez
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proches du genre Xanthomonas, mais X. vasculorum reste assez éloi

gnée sur les diagrammes. ‘ ' .

Enfin, en ce qui concerne les souches non classées,
elles sont représentées, sur les diagrammes, dans une zdne proche
de |'origine (OR) pour ta plupart, ce qui permet de penser qu'elle
correspondent & des intermédiaires entre les phénons établis. Rema
quons aussi que A. fumefaciens et R. trifolii ne sont incluses
dans aucun phéndn. Leur densité dans les sols est probablement tré

dépendante de la nature de la végétation.
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CONCLUSTION

Cette étude a montré que parmi les bactéries a
Gram-négatif ne fermentant pas les sucres, deux groupements

dominent dans le sol : d'une part les Pseudomonas de type

fluorescent dont on a souvent signalé la présence dans ce
lieu, et d'autre part des germes présentant des affinités

phénotypiques avec les Acinetobacter, habituellement trouvés

dans les analyses alimentaires ou médicales.

En ce qui concerne les bactéries pigmentées a
pigment non soluble, I'analyse numérique ne permet pas de
conclure étant donné que celles-ci ne représentent que 17 %
des souches classées. |l conviendrait donc,pour cette seule
catégorie de germes telluriques, d'entreprendre une nouvelle
analyse numérique & partir d'une collection plus importante

de germes.

Notre intérét se porte en priorité sur le groupement
non identifié : le phénon 3, dont nous avons défini une souche-
type, représentative de I'ensemble de ce phénon. Le calcul du
coefficient de Shapiro-Chargaff nous permettra de préciser
éventuellement la parenté de ces germes particuliers avec les

Acinetobacter (Pinter et de Ley, 1969) ou de les rattacher a

un autre groupement bactérien.
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DEUXIEME PARTIE

ETUDE PARTICULIERE DU PHENON 3

CALCUL DU COEFFICIENT DE SHAPIRO - CHARGAFF
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- I'NTRODUCT I ON -

Les caractéristiques des A.D.N. bactériens four-
nissent généralement une aide précieuse pour les taxonomistes,
tout au moins quand elles sont associées aux descriptions

morphologiques, physiologiques et biochimiques.

Depuis les travaux de CHARGAFF et coll. en 1955
portant sur un grand nombre d'A.D.N. d'origines différentes,

on sait en effet que certains rapports entre les bases, tTels

que A ,—g—, sont constants alors que d'autres comme A + T
T C G + C
varient avec les ADN ( A = adénine, T = thymine, G = guanine,

C = cytosine)., Ce rapport, appelé coefficient de SHAPIRO-
CHARGAFF, peut aussi s'exprimer en nombre de molécules de

guanine + cytosine pour 100 molécules d'ADN, (GC %).

Par la suite, d'autres chercheurs répertoriés par
JONES ET SNEATH en 1970, ont discuté la signification taxono-
‘mique de ce coefficient et actuellement on est assuréd qu'il
a une valeur caractéristique de |'espéce. Ce sont les diffé-
rences entre les % GC qui sont les plus significatives, puis-
qu'elles indiquent des différences génomiques importantes.
Par contre des % GC voisins ne traduisent pas a priori des
génomes proches (DE LEY, 1969). Aussi le coefficient de
SHAPIRO-CHARGAFF ne peut-il que compléter une étude taxono-
mique et parfois des études plus fines sont nécessaires pour

mettre en évidence la parenté ou la dissemblance dans les

séquences de deux ADN.

L'utilisation du coefficient de SHAPIRO-CHARGAFF
ﬁrésenfe pour nous un intérét dans la mesure ol les carac-
téristiques phénotypiques sont insuffisantes pour permettre
d'affirmer la parenté du phénon 3 avec un genre, voire méme,

une espéce bactérienne connue.
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Ce coefficient exprime une composition nucléotidique
qui peut étre déterminée indirectement ou directement par ['hy-
drolyse de I'A.D.N, suivie d'une chromatographie des bases,
technique employée,par exemple, par ROMOND (1965). Une analyse
chimique permet une précision d'environ 0,5 % sur les % GC
(QUETIER, 1970). Les méthodes indirectes les plus employées

sont basées sur

- 1'ultracentrifugation en gradient de densité CsCl
(SCHILDKRAUT et coll. 1962)

- l'analyse spectrale (HIRSCHMAN et coll. 1966)

- la dénaturation thermique (MARMUR et DOTY, 1962)

Signalons également d'autres méthodes moins communément uti-
lisées
- la dénaturation alcaline (FREDERICQ et coll. 1961)
- la détermination spectroscopique du pourcentage
relatif de I'adénine réagissant vis-a-vis
d'agents brominants (WANG ef coll. 1964) -

Ne disposant pas d'ultracentrifugeuse analytique,
nous avons éliminé la premiére méthode bien qu'elle présente
de nombreux inféréTs,car ['"A.D.N. étudié ne nécessite pas une
grande pureté et de petifes quantités suffisent ; de plus cette

technique permet de déceler d'éventuels ADN satellites.

Pour |'analyse spectrale, une purification de I'ADN

au phénol est indispensable.

Nous avons choisi la dénaturation thermique, méthode
bien connue pour'laquelle l'extraction de |'ADN selon le procé~
dé MARMUR (1961) -sans phénol- donne des résultats convenables.
Elle consiste a chauffer progressivement I'A.D.N. en solution
Jusqu'a rupture des ponts hydrogéne reliant les bases, la

molécule d'A.D.N. se scindant en deux chaines monohélicoTdales.

Les acides nucléiques en solution dans un tampon de
pH 7 absorbent fortement les rayons U.V. de 230 & 290 nm du
fait de la structure cyclique des molécules et des doubles
liaisons conjuguées des bases. Précisons que le maximum d'ab-

sorbance se situe vers 258-260 nm, le minimum 3 230 nm et |a
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densité optique est pratiquement nulle & 300 nm. Lorsque
I'A.D.N. est dénaturé, son absorbance & 260 nm augmente
jusqu'a environ 40 % par rapport & celle de I'A.D.N. natif
(HILL, 1968). Or, la température provoquant la dénaturation
est fonction de la composition en bases de I'A.D.N. et de l a
force ionique du solvant dans lequel il est dissous ; si bien

qu'on peut en déduire le % GC de I'A.D.N. considéré.



30

MATERIEL ET TECHNIQUES

1. SOUCHES EMPLOYEES ET CONDITIONS DE CULTURE

Les souches du phénon 3 ont été repiquées systéma-
tiquement sur milieu gélosé & I'extrait de levure (Difco)
réparti en tubes inclinés en respectant un délai d'environ
2 mois entre chaque repiquage. Compte tenu de son intérét
mentionné dans le chapfitre précédent, c'est la souche 017
~qui est soumise en priorité aux analyses. Cependant, quelques
autres souches de ce phénon ont aussi été étudiées et ont été
choisies de fagon & ce que, d'une part elles soient diffé-
rentes de C et d'autre part, elles aient entre elles au moins

17
un des 49 caractéres phénotypiques différent.

Particularités des souches utilisées par rapport a C17
- A3 : PISM+ ; CATA- ; CT37-
- A4 : COXY+ ; PNH4- ; NITR- ; PDNA- ; GOXL+
- 811 : NITR- ; CT37-
- C28 : PISM+ ; CATA-
- D11 : COXY+ ; PNH4~ ; NITR- ; CATA- ; PDNA- ; GELA-
- F28 GOXL+ .
- G9 DELY+ ; NITR- ; CATA- ; PDNA- ; GOXL+

et enfin CZO comme exemple de souche dont tous les caractéres

sont identiques a C17.
Quatre souches de référence ont aussi été ajoutées

~ Bacterium anitratum, ATCC 19.606, codifiée B.A.S.

- Xanthomonas vasculorum, CIP 6372, " XAV,
- Agrobacterium rhizogenes, ATCC 13.332, " A.G.R.
- Pseudomonas maltophilia, ATCC 13.637, " P.S.M,
Afin d'obtenir un meilleur rendement en A.D.N. final pour ces

souches, & partir d'un milieu minéral de base (MMB) nous avons
étudié |'influence de diverses sources de carbone et d'énergie

sur la croissance bactérienne.



comme bactérie la souche C

comme MMB,

Ces expériences ont été entreprises en employant
et le milieu de OWENS et KEDDIE

17
dont la composition est la suivante
- (NH4)2 804 ...................... 0,5 g
- KZHPO4 ......... s i e et 1,04 g
= KH PO, e 0,75 g
- CaCI2 Gt et . . ...0,025 ¢
- MgSO4, 7H20 ................... ...0,2 g
- NacCl f e s e e et e e et s 0,1 g
- Traces de métaux :
E.D.T.A. .. 5 g/l )
)
ZnSO4, 7H20 .......... . 2,2 g/l )
MnSO4, 7H20 ........ . 0,57 g/t )
)
FeSO4, 7H20 ceresseeses 0,5 g/l ) 3
CaClZ, 6H20 ...... veees 0,161 g/1 )
)
CuSO4, 5H20 . . 0,157 g/l )
NaZMoO4, ZHZO cereveses 0,151 g/ ;
HZO distillée ....... .. 1000 ml )
pH ajusté & 6 avec KOH )
= H,0 distillée «v.evnvvnvnnnnene.o. 1000 ml
Ce milieu liquide, dont le pH est ajusté a 6,

~
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ml

8,

est autoclavé pendant 20 mn & 120°C, aprés avoir été réparti.

Nous |'avons complété de 4 maniéres différentes
- milieu A MMB
+ Glucose (R.AL.) it vnirennnvnns e
+ Extrait de levure (Difco) ..iivevenenre.
- Milieu B MMB
+ Glucose (R.A.L.) et e e e e e .
+ Casaminoacides sans vitamines (Difco)...
- Mifieu C MMB
+ acétate de sodium frihydraté (Prolabo)..
+ extrait de levure (Difco) seveieeeeennns
- Milieu D MMB

+

+

acétate de sodium frihydraté (Prolabo)..

casaminoacides sans vitamines (Difco)...

s

g/l
g/

g/l
g/l

g/l
g/l

g/
g/l

’
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Ces substances complémentaires sont introduites
séparément dans le milieu minéral de base (MMB) stérile apreés
un autoclavage & 110°C pendant 20 minutes. L'acétate de sodium

trihydraté est préconisé pour la croissance des Acinetobacter '

par WARSKOW et JUNI (1972) et BAUMAN et coll. (1968).
Pour préparer les inoculums, on utilise des erlens
contenant 100 ml de chaque milieu liquide complet, ensemencé

a partir d'une culture jeune entretenue sur milieu gélosé.
Aprés 24 heures d'incubation & 28°C, les inoculums permettent
.I'ensemencemenf des milieux de culture qui sont répartis dans
des ballons contenant 1 | de milieu. Pendant |'incubation qui
se déroule & 28°C sur table d'agitation, nous relevons les

densités optiques aprés 19 h., 27 h. et 54 h.

Les résultats obtenus indiquent que le milieu B
donne les meillteurs rendements dés 19 h. de culture. C'est
donc le glucose et les casaminoacides qui sont retenus pour

complémenter le MMB,

2. EXTRACTION DE L'A.D.N. BACTERIEN

La technique de MARMUR (1961) a été utilisée avec
quelques petites modifications nécessitées par des difficultés

rencontrées avec nos souches.

A partir d'un inoculum de 100 ml de milieu B, chaque
souche analysée est incubée dans 3 | du méme milieu dans des
ballons agités pendant 19 h & 28°C.

Cette culture est ensuite centrifugée pendant 20 mn.
(centrifugeuse |.E.C. -modéle PR 6000- 4000 tours/mn. -
température Z¥ 10°C). Le culot bactérien, repris et lavé en
le mettant en suspension dans une solﬁfion saline - E.D.T.A.
de pH8& (NaCl 0,15 M et E.D.T.A. 0,01 M) - & raison de 50 ml
pour 2 & 3 g. de culot, est & nouveau centrifugé dans les mémes
conditions. les cellulesllavées, remises en suspension dans
cette méme solution saline - E.D.T.A. dans les proportions de
25 ml, pour 2 & 3 g. de cellules, sont ensuite lysées par 2 ml
de laurylsulfate de sodium & 25 % qu'on laisse agir pendant

10 mn au bain-marie & 60°C,
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Lorsque la suspension est revenue 3 la température
du laboratoire, 5 ml de perchlorate de sodium 5 M y sont 4

ajoutés.

Une premiére déprotéinisation est alors effectuée
en agitant fermement le tout avec un volume égal d'un mélange
de chloroforme et d'alcool iso-amylique (24 v./1 v.) pendant
15 mn au moins. L'émulsion est ensuite centrifugée (centrifu-
geuse Sorvall - 10400 g - durée 10 mn. - température 2~ 5°C).
La phase supérieure aqueuse est reprise. Oh y verse doucement
f'équivalent de 2 volumes d'éthanol 95° froid et on obtient
la précipitation des acides nucléiques. lls sont prélevés par
enroulement sur une baguette de verre et dispersés délicatement
>dans une solution saline-citrate diluée (SSC x 0,1) de pH 7
obtenue & partir d'une solution saline citrate standard (SSC)
de pH 7 + 0,2 (NaCl 0,15 M et citrate de sodium 0,015 M). La
solution est alors ajustée approximativement & la concentration
de SSC standard en ajoutant de la SSC x 10. |l faut remarquer
que toutes ces solutions-tampons sont préparées extemporanément

avec de l'eau bidistillée.

Trois & quatre déprotéinisations (centrifugeuse
Sorvall = 7700 g - 15 mn - 2X5°C) sont nécessaires pour éliminer
la presque totalité des protéines localisées & ['interphase
apré&s chaque centrifugation. Les acides nucléiques du dernier
surnageant sont précipités par 2 volumes d'éthano!l 95° et dis-
persés comme précédemment dans une SSC dont la quantité corres-

pond & 0,5 ou 0,75 du volume du surnageant.

Sﬁr cette solution d'acides nucléiques, nous lalssons
ensuite agir de la ribonucléase bovine (Miles-Seravac) a une
concentration finale de 50 pg/ml., le tout étant placé dans un
bain-marie & 37°C pendant 30 mn. Cette RNase est préparée en
solution & 0,2 % dans NaCl 0,15 M de pH 5 préalablemenT chauffée
& 80°C pendant 10 mn. pour éliminer la DNase éventuellement

présente.

Selon la quantité de protéines localisées au niveau
de I'interphase lors de la déprotéinisation qui suit, il peut
€tre nécessaire de renouveler la déprotéinisation avant de falre

agir de la protéase (Sigma) & 0,2 %, traitée au préalable au bain-
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marie & 37°C pendant 2 h comme le préconisent de nombreux

auteurs (en particulier GILLESPIE et SPIEGELMAN, 1965 et DE
LEY, 1970). Cette protéase est ajoutée au surnageant pipeté
a une concentration finale de 50 pg/ml et agit 2 h au bain-

marie & 37°C.

Cette opération est encore suivie d'une déprotéi-
nisation au moins jusqu'a disparition des protéines au niveau

de I'interphase.

L'A.D.N. est précipité par 1'éthano!l 95° e+ dissous
dans une solution d'acétate de sodium 3 M d'un volume "v"
variant selon le rendement. En ajoutant goutte & goutte "0,54v."
au moins d'isopropanol & la surface de cette solution, les
fibres d'A.D.N. sont doucement enroulées sur une baguette de
verre. Elles sont alors délicatement lavées dans une solution
d'acétate de sodium 3 M ol est ajouté progressivement de

I'éThanoI.froid.

L*A.D.N. étant plus facilement soluble dans une
solution de faible force ionfque, il est dissous dans une
SSC x 0,1 ; laquelle est ajustée ensuite &8 la concentration
de la SSC standard car la conservation est meilleure quand la

force ionique est plus forte.

Cet A.D.N. bactérien en solution est stocké en
présence de quelques gouttes de chlorqforme.é une température
de 4°C, cet antiseptique n'interférant pas sur !'absorption
des U.V.

- Rendement en A.D.N.

Généralement, pour 24 & 30 g. de culot bactérien
initial obtenu & partir de 3 | de culture, nous parvenons a
extraire 15 & 50 mg d'A.D.N., cette marge pouvant s'expliquer
par le fait qu'un nombre élevé de déprotéinisations entrafne
des pertes d'A.D.N. au cours de |'extraction. Selon MARMUR
(1961) 1 & 2 mg. d'A.D.N. est généralement obtenu pour 1 g
de cellules mais on considére que 1 & 4 mg pour 2 a 3 g de

bactéries est un bon rendement (HILL, 1968).

La quantité d'A.D.N. ainsi extrait est calculée

approximativement en comparant son absorbance a 260 nm. &



35

celles de solutions d'A.D.N. de thymus de veau Ilyophilisé
(Sigma) de concentrations croissantes dans le méme tampon,

qui donne une "gamme-étalon" (graphique 1);

- fgcgj? de }TALD.N.,

Pour vérifier la pureté de I'A.D.N. bactérien,
nous calculons toujours les pourcentages d'absorption de
celui-ci a 260-230 et 280 nm qui sont respectivement et +héo-
riquement de 1 - 0,45 et 0,515 selon MARMUR (1961). Plus le
dernier pourcentage est élevé, plus I'"A.D.N. contient de

protéines qui absorbent les U.V. & 280 nm.
- Efficacité de la RNase

Comme une contamination de I'A.D.N. par de I'A.R.N.
incomplétement hydrolysé était possible, I'efficacité de I'ac-
tion de la RNase a été contélée.Pour cela, nous avons d'abord
rejeté la méthode classique & l'orcinol de DISCHE (1953) car
elle n'est pas suffisamment précise, l'orcinol ne réagissant
pas spécifiquemenfvsur I'TA.R.N. Quant & la technique de SA-
VITSKY et STAND (1965), certainement plus valable, elle de-

mande des concentrations relativement élevées d'A.D.N.

Pour ce contréle de I'efficacité de ta RNase,
nous employons un milieu de culture contenant de |'uridine
-14C 3 une molarité de 1076M, c'est-a-dire voisine de celle
conseiliée par PALLERON! et Coll. (1973). Aprés extraction,

une mesure de radioactivité par scintillation est effectuée

- d'une part avec une solution d'acides nucléi-

ques sur Iaquelfe n'a pas agi la RNase

- d'autre part avec deux solutions d'A.D.N. obte-

nues, |'une aprés action de la RNase & la concentration préco-
nisée par MARMUR, et I'autre en utilisant une concentration
double.

Les pourcentages respectifs de la radioactivité

obtenue dans chacun des 3 cas se résument ci-dessous

Orteeseennenneenns 100% de radioactivité

[RNase] =
[RNase] = 50 po/mb..o.eeo... 19% de radioactivité
[RNase] = 100pg/ml.veee.... . 9% de radioactivité

Ces résultats permettent de penser que la RNase employée est
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Absorbance
Aé 260 nm

1,5

T — ' '
100 - Pg/ml

Concentrations

GRAPHIQUE 1 Qu.a

s ®

Absorbance a 260 nm de solutions .d'A.D.N. lyophilisé de thymus

de veau en fonction de leurs concentrations dans la SSC standard.



37

efficace et l'est d'autant plus que la concentration utilisée est

supérieure a celle qu' a préconisée MARMUR.

3. CALCUL DU COEFFICIENT DE SHAPIRO-CHARGAFF

Pour calculer le pourcentage du contenu cytosine +
guanine de I'A.D.N, bactérien, nous avons principalement appliqué
la technique basée sur la dénaturation thermique de I'TA.D.N. mise
au point par MARMUR et DOTY (1962).

Elle nécessite un matériel assez complexe, mals pré-
sente |'avantage d'étre rapide et fiable étant donné les multiples

mises & |'épreuve que nous avons constatées depuis quelque temps.

Rappelons qu'elle est basée sur le fait que la tem-
pérature de dénaturation thermique de |'A.D.N. varie en fonction
de sa composition relative en bases azotées., Quand [('A.D.'. en so-
lution est chauffé progressivement, son absorbance a 260 nm subit
une importante augmentation & +température donnée ou "température
de fusion" qui provoque sa dénaturation : sa structure en doubles
chafnes se transforme en une structure en chafnes uniques libres.

La température correspondant aux 50 % de |'hyperchromicité totale

relevée est appelée le Tm. Il est 1inéairement proportionnel & la
quantité de guanine + cytosine de I'A.D.N., c'est-a-dire que plus
le contenu en G + C est élevé, plus la stabilité thermique est gran-

de (MARMUR et DOTY, 1959).

Le solvant de I'A.D.N. préconisé par MARMUR et DOTY
est la SSC standard dans laqguelle il est conservé. La concentration

utilisée est voisine de 50 pg/ml.

- Pour chaque souche dont le Tm est a déterminer les

manipulations sont toujours identiques.

- apparéfllage (schéma ci-contre).

, L'échantillon d'A.D.N. est versé dans une cuve{é@ﬂf
quartz de 3 ml fermée par un bouchon émeri, qui est placée dans le
portfe-cuves d'un spectrophotométre (Unicam SP 800) & cété d'une cu-
Vé contenant uniquement le tampon qui sert de blanc. Notons pourtant

que KRIEG et LOCKARDT (1970) remplacent ce blanc par une solution
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de guanosine dissoute dans SSC & une concentration telle que son
absorbance soit identique & celle de |'échantillon d'A.D.N. afin
de corriger tout changement dans |'absorbance due & I['expansion

thermique.

Dans le porte-cuves circule de |'eau provenant d'un
bain-marie dont la température est commandée par ['intermédiaire
d'un programmateur (Maton). Une micro-sonde disposée dans une cuve
témoin annexe renfermant du tampon, permet le contréle de la |inéa-
rité de |'augmentation de la température de | 'eau qui est enregis=.
trée (enregistreur LKB, type 6520-4) et qui correspond donc a la

température de |'intérieur des cuves.

Par ailleurs, un thermométre plongeant dans le bain-
marie permet de vérifier éventuellement |'écart de température exis-
tant entre celui-ci et les cuves, écart did aux déperditions de cha-
leur des tuyaux de raccordement entre le bain-marie et le porte-

cuves, Cette différence varie entre 0° et 2°C.

Ce dispositif permet ainsi de faire croitre |inéai-
rement la température. Généralement nous programmons une premiére
progression de température entre l|'ambiance et 45°C & raison de
99°C/heure et ensuite nous modifions le programme de fagon & pas-
ser de 45°C & 95°C sur un rythme de 24°C/heure (cette augmentation
de la température d'abord_rapide, puis lente est utilisée par BO-
WIE et Coll. 1972).

La longueur d'onde du spectrophotométre est réglée
au temps O sur 260 nm et les variations d'absorbance sont enregis-
trées sur un second enregistreur (LEEDS et NORTHRUP) relié au
spectrophotometre par un dispositif permettant une expansion d'échel

le qui facilite la lecture des écarts de densités optiques.

Aprés dénaturation thermique de I'A.D.N., l'enregis-
trement de la température est superposé & celui de |'absorbance et

le Tm est déterminé,

- calcul

La détermination du % GC d'un A.D.N. dénaturé dans
la SSC standard se déduit du Tm par la relation de MARMUR et DOTY
(1962) qui est tout & fait linéaire pour des % GC de 30 & 70 % (HILL
1968)
‘ Tm = 69,3 + 0,41 (% GC)

Si le Tm est supérieur & 90°C, il est possible d'em-
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ployer des tampons de force ionique plus faible pour dissoudre
I"A.D.N., car la valeur du Tm est proportionnelle & la force
ionique de la solution (MARMUR et DOTY, 1962).

BOHACEK et coll. (1967) ont ainsi employé le tampon
phosphate-E.D.T.A. pour dénaturer I'A.D.N. et ils donnent la

relation suivante permettant de calculer le % GC.
Tm = 51 + 0,45 (% GC)

I'l est encore possible de dénaturer I'A.D.N. dans une
SSC diluée,telle que SSC x 0,1 préconisée par BOWIE et coll (1972%
qui utilisent la formule de DELEY (1970), corrigée parMNDEL et coll,
(1970)

Tm = 53,07 + 0,41 (% GC)

Ces auteurs soulignent que l'exactitude de cette dé-
termination du % GC a été discutée par GASSER et MANDEL (1968),
DE LEY (1970) et MANDEL et coll. (1970). La formule de MARMUR
et DOTY (1962) permettant de convertir le Tm en % GC est géné-
ralement adoptée pour des déterminations faites dans SSC, mais
des facteurs de correction doivent &tre appliqués aux échantillons
d'A.D.N. & Tm élevé nécessitant un tampon de force ionique plus
faible (MANDEL et coll., 1970). HILL (1968) cite I'équation
'é 3 variables de SchildKraut et Leifson montrant que le Tm est

lié au log de la force ionique de la solution.

SKYRING et QUADLING (1970) dissolvent I'A.D.N. de

certaines de leurs souches d'Arthrobacter @ Tm élevé dans

§SC x 0,5,mais ne signalent pas I'équation qui convertit le Tm
en % GC.

Ces incertitudes relatives aux conversions de Tm n'ont
pas été approfondies,étant donné qu notre principal objectif
consiste 3 examiner des valeurs relatives de % GC d'A.D.N. de
souches différentes,afin de mettre en évidence leur éventuelle

)
parenté.

— - e e e e - . o —— — e e e T A o e = o - ———

Afin de ne pas nous référer uniquement & cette précé-

dente méthode d'analyse rapide, nous avons utilisé pour I'A.D.N,
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de la souche type, & titre de contrdle, une technique diffé-
rente employée par ROMOND (1965) pour 'I'étude des Strepto-

coques.

Elle consiste en une hydrolyse de |'A.D.N., suivie
d'une séparation chromatogfraphique des bases et d'une estima-

tion quantitative par spectrophotométrie.

Recueilli dans un tube & centrifuger & fond conique
préalablement taré, ['A.D.N. est desséché en le passant succes-
‘sivement dans de l'alcool a 70°, 95°, absolu et enfin dans
de I'éther ol il séjourne au bain-marie a 60°C pendant une

heure.

Il est hydrolysé par de l'acide perchlorique.é 65 %
& raison d'un volume inférieur & 15 pl/mg de poids sec, sous
pression atmosphérique, pendant une heure au bain-marie bouil-
lant, la partie conique du tube étant fermée par une tige de
verre,

~

Un volume éga{ de KOH 10 N est ensuite ajouté a
['hydrolysat. |1 se produit un précipité de perchlorate de
potassium qui est éliminé par centrifugation. Le surnageant,
recueilli a |'aide d'une pipette Pasteur, est conservé au

réfrigérateur.

La séparation des différentes bases est effectuée
par chromatographie ascendante sur papier Whatman n° 1. Le
solvant utilisé est celui de Wyatt dont les proportions con-
venant & une température de 25°C maintenue constante dans la

piéce & chromatographie, sont les suivantes

Alcool isopropylique .ievsiernnsns 600 ml
O T T 180 ml
HZO bidistillée.,..... et se e 220 ml

L'A.D.N. & analyser est déposé par "taches" de
15, 20 et 30 pl. alternant avec des "taches" des 4 bases de
référence (10 et 20 Ml) préparées & une concentration de 1 mg/
ml. Précisons que la dissolution s'effectue dans |'eau distillée
pour ta thymine, la cytosine et ['adénine, aprés chauffage
pour cette derniére. La guanine se solubilise dans le solvant
de Wyatt.
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Le temps de migration est de 48 heures. Les chroma-

togrammes sont mis a sécher pendant 36 heures, sous hotte &

|'abri de la poussiére. Ils sont ensuite révélés par les U.V.
Les 4 bases des A.D.N. de la souche - Type C17 sont identifiées
grace aux témoins. Les Rf sont

Guanine : 0,22 - Adénine = 0;32

Cytosine : 0,44 - Thymine = 0,76.

Chaque tache découpée est placée dans un tube conte-
nant 5 ml d'HCI_N pendant 12 heures au bain-marie & 37°C.
10
Les dosages des bases sont ensuite effectués par
‘spectrophotométrie en U.V. (spectrophotométre S$-67 LERES). Leur
densité optique est mesurée d'une part & la longueur d'onde
correspondant & leur absorbance maximum et d'autre part & une

longueur d'onde de référence : 290 nm.

La différence entre ces 2 valeurs, diminuée de Ja
différence déterminée pour le blanc correspondant & chaque base,
donne la "densité optique corrigée" de la substance. En divisant
cette valeur par un coefficient spécifique a la base considérée
donné par Lee (thé&se de ROMOND, 1965), Ia.proporTion de base
contenue dans une tache donnée peut &tre calculée, ce qui permet
de connaftre les rapports A , G, A + T et enfin le ¢ GC de

‘ T C G+¢C

I"A.D.N. considérsé.
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RESULTATS ET DISCUSSION

1) COURBES DE DENATURATION THERMIQUE ET Tm

Dans un premier temps, la dénaturation thermique

est effectuée selon la méthode la plus courante, c'est-d-dire

sur des échantillons d'A.D.N. en solution dans la SSC standard.
Sont soumis & l|'analyse
- les A.D.N. de quelques souches du phénon 3 - y
compris de la souche-type Cl7 - dont le critére du choix a été

précisé antérieurement. De plus elles représentent des exemples
bien dispersés dans le nuage de points correspondant au phénon 3

(figure 5).

- ITA.D.N. d'une souche de collection : Bacterium
anitratum et |'A.D.N. de thymus de veau (Sigma) dont les Tm

respectifs sont bien définis en fonction de ce tampon.
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FIGURE 5

Position des souches du phénon 3 choisies pour 1'étude de la déna-
turation thermique de leur A.D.N. (symbolisées par @ )
(axes 1 et 2 de l'analyse factorielle)
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Pour les A.D.N. des 2 premiéres souches du phénon 3
étudiées, la souche-type C]7 et A3, aucune augmentation d'ab-
sorbance n'est survenue & 260 nm. pour des températures infé-
rieures a 95°, température maximale que peut atteindre I|'eau
circulant dans le porte-cuves. Par contre, des courbes de déna-

turation ont été obtenues pour Bacterium anitratum et ['A.D.N,

de thymus de veau. Elles sont transcrites dans le graphique 2,
I'hyperchromicité étant enregistrée avec une expansion d'échelle
de 2.

Il était donc nécessaire d'utiliser un tampon de
force ionique plus faible pour dissoudre ['A.D.N. des souches
du phénon 3. Nous avons dilué la SSC au 1/3, ce qui a permis
la dénaturation de I'A.D.N. des souches soumises & |'analyse
(A3 - A4 - B]] - C17 - 028 - D11 - F28 - Gg). A partir de ces
courbes le Tm (SSC x 1/3) peut étre déduit (graphique 3).

Nous remarquons une cerfaine homogénéité dans les
résultats. En effet, les Tm (SSC X 1/3) sont situés entre

89°C et 92,5°C pour 6 souches, les Tm des 2 autres s'en

‘écartant, 1égérement pour A beaucoup plus significativement

3)
pour A4.

2) CALCUL DES % GC a parTlr des Tm

Ces résultats étant acquis, comme il n'est pas pos-
sible d'appliquer une relation bien définie et communément
employée pour calculer le % GC & partir des Tm (SSC X 1/3)
précédents, nous avons utilisé d'autres tampons de force lonique
faible pour lesquels des relations entre le Tm et le % GC sont
bien établies, ll4es+ indispensable, en effet, de donner un
ordre de grandeur du % GC de 1'A.D.N. de la souche-type du
phénon 3 de fagon & pouvoir la comparer & des espéces bacté-

riennes connues.

Le tampon de BOHACEK a ainsi été employé, mais il a
donné des Tm trés élevés avec les A.D.N. de thymus de veau et .
de B.A.S. (graphique 4) et des % GC nettement supérieurs & ceux
qui ont été déterminés avec la SSC standard, lesquels sont trés
voisins des résultats référenciés (tableau 10 - partie A).

Cependant I1'utilisation de ce tampon permet de confirmer que
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hyperchromicité
a 260 nm

A

950 °8

température

L % 1 4 1 g
85° T 90°
875
88°2
TN

PR}

. &
Foeiny 1

Y z,rglij
N

Courbes de dénaturation thermique et Tm des A.D.N. de Bacterium

GRAPHIQUE 2

anitratum et de thymus de veau dissous dans la SSC standard.



_ 45
Hyperchromicité
a 260 nm

A

-
°C

température

B11 C17C25 Opy

Fg Gg apd’
\ ULLE
N

Tm A, Tm Ay

GRAPHIQUE 3

Courbes de dénaturation thermique et Tm des A.D.N. des souches du
phénon 3 soumises & |'analyse, dissous dans SSC x 1
3
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Hyperchromicité

2 260 om
A

C20

-
°C
Température

o

Courbes de dénaturation thermique et Tm de quelques A.D.N. dissous

GRAPHIQUE = 4

dans le tampon de Bohacek.
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' 41,9 % Chargaff (1955)
Th ° - ° - -
ymus| 8873)46,3 76741 568.4 42 % Marmur et Doty (1962)
A o _ o o 38-45 % Bdvre et coll. (1969)
B AS |87°5(44,4 76 55,5471°6 45,1 41-43 % De Ley (1363)
42,5 % Pinter et coll. (1963)
41,4 % Bohacek et coll. {1970)
40-46,8 % Juni (1872)
o o ° 79°2| (63,8
. C17 )95 ¥%2,6] 92°2|87°8(81,7 {800 65.8
Ay Y95°452,6 86°7| - | - - -
A, - 77°8) - | - - -
8l B11 - goesfl - | - - -
CZD - - 88°5{83,5 - -
Coq - ga°2| - | - - -
D3, - g2°s5f - | - - -
Fog - g1°3) - | - - -
Gq - go°s| - | -. ] - | -
- - - - _ o 66-68 %) .
PSM 78°3 64 64,5 % ) Hill (1966)
66,38 % Mandel (19686}
85,1-66,5% Komagata et coll. (1974)
: 67 % Bergey's Manual (13974)
C . )
XAV - - - - - 80 65,8 {62-68 % Hill (1966)
63,5-69,2% Bergey's Manual (1974)
AGR - - - - - 78°5 1862 58,6-62,8 % De Ley et coll. (1966)
62,1 Heberlein et coll. (1967)
TABLEAU 10 | {?ﬁﬁ?\
L LiLe
. g

o

Récapitulation des Tm et des % GC des ADN de guelgues souches du phénon 3
et des ADN de Thymus de veau, Bacterium anitratum (BAS), Pseudomonas maltophilia
(PSM), Xanthomonas vasculorum (XAV) et Agrobacterium rhizogenes (AGR)
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les ¢ GC de I'A.D.N. de C17 et de celui d'une autre souche du

phénon 3 : la C sont différents et beaucoup plus élevés que

20’
‘celui de I'A.D.N. de B.A.S.

En utilisant la SSC x 0,1 (BOWIE et coll. 1972), nous
obtenons le méme écart entre les Tm des A.D.N. de B.A.S. et de
C17 (graphique 5). Le calcul des % GC selon la relation de BOWIE
et coll. aboutissant & des résultats assez conformes pour B.A.S.,
a donné pour I'A.D.N. de C une valeur moyenne de 65 % (tableau

17
10 - partie B).

Compte tenu de cette valeur, nous avons recherché dans
diverses nomenclatures les genres bactériens & Gram négatif dont
fle 4 GC est voisin de 65 %.

- Selon COLWELL (1973), on reléve les genres

Pseudomonas : 57 - 66 %
Xanthomonas : 62 - 63 %
Rhizobium : 59 - 66 %

- Dans son index, HILL (1966) rapporte les résultats
de COLWELL et MANDEL (1964) et DE LEY ET VAN MUYLEM (1963) qui

donnaient alors des valeurs de % GC s'étendant de 62 3 68 % pour

le genre Xanthomonas. || distingue aussi 2 groupes de Pseudomonas
I'un & % GC faible (35-45 %), I'autre & % GC élevé (55-70 %).
Dans ce dernier groupe, !|'espéce Pseudomonas maltophilia a retenu

notre attention,d'une part pour son % GC,et d'autre part parce

que c'est le seul Pseudomonas qui ne présente pas de cytochrome-

oxydase, comme les souches du phénon 3. Le genre Rhizobium, du
fait de sa particularité physiologique, ne peut étre retenu.

Toutefois, parmi les Rhizobiacées, Agrobacterium rhizogenes qul

ne stimule pas la tumorisation comme A. tumefaciens et dont le
% GC est compris entre 59,6 et 62,8 % (DE LEY et coll.,h1966),

peut offrir quelque intérét & priori ; de plus, sur le plan phé-

notypique, 1! ne produit pas de cétolactose et présente des exi-

gences nutritionnelles, caractéristiques du phénon 3.

- Selon la derniére édition du Bergey's manual (1974),

nous relevons aussi le genre Flavobacterium dont le % GC peut

s'élever jusqu'a 63-70 %’mais comme il correspond & des germes
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Hyperchromicité

Aé 260 nm

PSM

700 T T 310° ' 90°

-
°C
71 ——— Température
Tm
78°5 3 80°
. e
GRAPHIQUE 5 —

Courbes de dénaturation thermique et Tm des A.D.N. de C et de

17
quelques souches répertorides, dissous dans la SSC x 0,1
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pigmentés, nous ['éliminons. Il en est de méme pour le genre

Alcaligenes, assez mal défini, dont le % GC est compris entre

57,9 et 70 %, puisqu'il présente une cytochrome-oxydase.

Cet index de défermination bactériologique nous

améne a retenir plus précisément

- Pseudomonas maltophilia (P.S.M.) dont % GC = 67 %
- le genre Xanthomonas dont % GC compris entre 63,5

et 69,2 %
- Agrobacterium rhizogenes (A.G.R.) dont ¢ GC compri:
entre 59,6 et 62,8 %

C'est la raison pour laquelle nous nous sommes
procurés des souches de collection pour ces espéces, Xanthomo-

nas vasculorum (X.A.V.) y compris. Nous en avons extrait I|'A.D.N.

et effectué une dénaturation thermique dans une SSC x 0,1. Les

courbes correspondantes sont reportées dans le graphique 5. Leurs

% GC respectifs ont été calculés et sont indiqués dans le ta-

bleau 10 (partie C) Les résultats obtenus concordent bien avec

les valeurs citées dans des travaux antérieurs.

3) CALCUL DU % GC DE L'A.D.N. de C17 A PARTIR D'UN HYDROLYSAT CHROMATO-

Compte tenu du but indiqué page 39, plusieurs

chromatogrammes ont été réalisés,mais c'est uniquement celul

2

qui donne des rapports A et G les plus voisins de l'unifé)qui
C

est considéré pour les calculs.

Les longueurs d'onde d'absorbance maximale utili-

sées sont celles données par ROMOND (1965), soift

- pour I'adénine : 262,5 nm

1

pour la guanine : 249,0 nm

pour la cytosine : 275,0 nm

- pour la thymine : 264,5 nm

Nous indiquons dans le tableau 11 ci-apras: toutes
les valeurs obtenues au spectrophotomé&tre (Zeiss) pour les bases
et pour chaque "blanc" correspondant, aux différentes longueurs
d'onde d'absorption maximale et & la longueur d'onde de référence:

290 nm.
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Densités optiques des bases Densités optiques des"blancs"

- wm e e o e - ma e o M m e e e b e o e e e e e S e = e e ma St me e EE e . e e e e = - - - - .

a A.maxi *3 290 nm'différence’a Anmxi:é 290 nm'différence
e ) e i L2)
GUANINE 0,593 0,205 : 0,388 0,016 0,005 0,011
ADENINE 0,347 0,015 | 0,332 0,002 0,002 0
CYTOSINE, 0,545 0,251 0,294 0,006 0,003 0,003
_THYMINE  O,174 _ 0,014 0,160 : 0,012 0,004 _ 0,008
Tableau 11

Densités optiques des bases et des "blancs" corres-
dant de I'A.D.N. de Cy7 (20 pl) aprés chromatographie.

La"densité optique corrigée" est déduite de ce tableau
pour chaque base par la relation :‘di{férenCe de densités optiques
lues & A maxi et & A= 290 nm pour la base [?olonne (1f] -différence
des densités optiques lues & Amaxi et & A= 290 nm pour le blanc
[éolonne (2)] .

Nous déterminons ensuifte le nombre de;1m0|/100 ml
de solution d'A.D.N., sachant qu'on a déposé 20pu | sur le chromato-
gramme, en divisant cette '"densité optique corrigée" par des coef-
ficients propres & chaque base donnés par LEE (guanine = 1,44; adéni-
ne = 2,42; cytosine = 1,21 et Thymine = 1,37). On obtient

0,388 - 0,011 N 100 -

- GUANINE = 1,30 mol. %

1,44 50
- ADENINE = 232220 108 - 0,69 pmol. %
- CYTOSINE = 0’29%]:2?’003g 138 = 1,20 tmol. %
- THYMINE -= 03‘601:33'008x 2% - 0,55 pmol . 7

Nous en déduisons les rapports

A = 1,2
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G = 1,09

C

A+ T = 1,24 1
S+ C 75 ¥ 3

(G + C) % = 66,8 %

Cette valeur de % GC pour I'A.D.N. de Cyy confir-
me donc l'ordre de grandeur que nous en avions donné & partir
du Tm des courbes de dénaturation thermique obtenues dans SSC
x 0,1 (tableau 10 - partie B). ‘

4) ANALYSE DES RESULTATS

En ce qui concerne les souches de référence, les
% GC calculés dans des conditions différentes présentent une
concordance certaine avec les valeurs rapportées dans la biblio-
graphie, sauf lorsque la dénaturation est réalisée dans le tam-
pon de Bohacek.Dans ce cas, les résultats obtenus sont nette-

ment supérieurs.

Par contre, puisque la SSC x 1 ne peut convenir
& des A.D.N. de % GC élevé, il semble que la dilution au 1 &
et 1'application de la formule de Bowie et coll. aboufisségf

d des valeurs plus proches de celles qui sont couramment admises.

Les procédés d'extraction pourraient expliquer les
écarts ci-dessus mentionnés. En effet, KRIEG et LOCKHART (1970)
ont vérifié qu'au cours des extractions, chacune des molécules
d'A.D.N. intactes d'E. Coli &tait cassée en une centazine de mor-
ceaux, sl bien qu'une courbe.de dénaturation thermique ¢orres-
pond finalement & la dénaturation d'une population de fragments
de chaines dont les pourcentages individuels de bases.sont 18-
gérement différents. D'autre part, ils ont montré que plus les
poids moléculaires des A.D.N. étaient petits, plus la variation

du Tm était grande et plus I'hyperchromicité était faible.

Ces remarques expliquent les variations dans les
résultats que nous avons obtenus, mais ne mettent pas en cause

les comparaisons que nous voulons établir.
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- CONCLUSTITON -

Cette étude nous permet de vérifier que |'homogénéité
des souches du phénon 3 déterminée par analyse numérique sur des
critéres phénotypiques,se retrouve lors de |'étude physico-chimi-
que du génome, confirmant ainsi que des groupes phénotypiquement

semblables ont des % GC homogénes U(JONES et SNEATH, 1970).

Le coefficient de Shapiro-Chargaff de ées souches est
finalement trés élevé, celul de la souche-type étant voisin de
65 mol., %

Le genre Acinetobacter auquel nous avions comparé nos

souches précédemment (premiére partie), s'avére ne plus convenir
aprés ces études physico-chimiques du génome. En effet, le con-
tenu en guanine + cytosine des Acinetobacter est compris entre’
40 et 47 mol. % (Bergey's Manual, 1974) soit une différence de
18 & 25 %. Or, DE LEY (1969) précise que lorsque la composition

moyenne en nucléotides de bactéries différe d'au moins 18 & 30 %
GC, 1! n'y a pratiquement aucune séquence nucléotidique commune
et les organismes sont de ce fait trés éloignés sur le plan évo-

lutif et ne possédent aucune relation taxonomique.

Par contre, une faible différence de % GC étant signi-
ficative, nous avons recherché les genres, puis les espéces bac-
tériennes dont le contenu en guanine + cytosine est compris entre
60 et 70 % (étant donné que la déviation standard du % GC moyen
des fragments d'A.D.N. varie de 3 & 5,5 % GC selon DE LEY, 1969).

Nous avons ainsi retenu d'abord les genres Pseudomonas,

Xanthomonas et Agrobacterium correspondant & cet écart de % GC,

puis certaines espéces de ces genres qui présentaient des analo-

gies phénotypiques avec les souches du phénon 3.

Il importe maintenant de compléter ces résultats par
une étude plus fine afin de faire apparaitre d'une fagon plus

évidente les relations taxonomiques de la souche-type C17.
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TROISIEME PARTIE

ETUDE PARTICULIERE DU PHENON 3

APPLICATION DES TECHNIQUES D'HYBRIDATION DES A.D.N.
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I NTRODUCT ! ON

La compatibilité de séquences nucléotidiques (encore
appelée hybridation, homologie, réassociation, appariemment...,
autant de termes pouvant préter & confusion avec la terminolo-
gie de la biologie générale) a été étudiée depuis 1961. A cette
époque, ces travaux étaient acceptés avec réticence par les ta-
xonomistes bactériens, mais actuellement leur validité et leur
utilité en tant que critére complémentaire &8 la détermination
des % GC et aux analyses phénotypiques ne sont plus mises en

doute.

Les techniques d'hybridation moléculaire sont basées
sur la propriété de renaturation d'un A.D.N. dénaturé et sur
la spécificité de réassociation des séquences de bases complé-

mentaires de chaque chafne d'A.D.N.

"Les A.D.N. de souches bactériennes taxonomiquement
trés proches s'hybrideront presque complé&tement alors que ceux
des souches de parenté éloignée s'hybrideront moins. Par consé-
guent, plus I'hybridation est compléte, plus le degré d'homolo-
gie est élevé (STALEY et COLWELL, 1973).

Dans la plupart des procédés employés pour étudier
ces hybrida+ions, I*A.D.N. d'un ou plusieufs organismes est
rendu radioactif, puis il est fragmenté et dénaturé : c'est
J'A.D.N. "de référence". Il est ensuite mis en présence d'A.D.N.
non marqué, non fragmenté mais également dénaturé provenant soift
du méme organisme (hybridation homologue) soit d'un autre (hy-
bridation hétérologue). Maintenus & une température précise dite
température d'hybridation, variant selon la composition nucléo-
tidique des A.D.N., des molécules hybrides radioactives peuvent
ainsi se former. Elles sont séparées des fragments d'A.D.N.
n'ayant pas réagi et la compatibilité des deux A.D.N. est déduite
quantitativement du rapport entre le degré de réassociation de

[TA.D.N. hétérologue et celui de la réaction hdmologue.

Les premiéres investigations concernant cette réasso-
ciation sont celles de SCHILDKRAUT et coll. (1961). Elles con-
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sistaient & incorporer un isotope radioactif & un A.D.N., et &
séparer les molécules hybrides formées par une centrifugation
en gradients de densité. Par la suite, cette méthode a été peu
usitée en taxonomie bactérienne et d'autres procédés de sépara-
tion de ['A.D.N. hybride ont été décrits (STALEY et COLWELL,
1973).

La séparation ou le piégeage des molécules hybrides a
évolué surtout vers I'emploi de membranes filtrantes en nitro-
cellulose (DEN HARDT, 1966) et de colonnes d'hydroxyapatite
¢BERNARDI, 1965 et MIYAZAWA et THOMAS, 1965). Ces deux procédés
ont leurs avantages et leurs inconvénients propres et tous deux
sont reproductibles en donnant des résultats &8 5 % prés (BRENNER,
1973).

Nous avons choisi la méthode des membranes filtrantes
en nitrocellulose qui présente |'avantage d'étre peu onéreuse
et surtout de permettre d'effectuer en méme temps plusieurs expé-
“riences d'hybridafion sur des A.D.N. différents. Elle consiste,
en résumé, a immobiliser par filtration sur une membrane en nitro-
cellulose,de I'A.D.N. en chalnes monohélicoldales de poids molé-
culaire élevé. La membrane chargée d'A.D.N., séchée, est placée
dans un récipient con+enan+-uhe solution d'A.D.N. marquéPH-A.D.N.)
fragmenté et dénaturé. L'homologle est calculée en considérant
le pourcentage de la radioactivité de I'A.D.N. immobilisé sur
la membrane dans le systéme hétérologue par EapporT a celle du
systéme homologue. !3H-A.D.N. en solution est & une concentration
trés faible, 10 & 20 fois inférieure & celle de I'A.D.N.adhérant
au filtre afin de minimiser la propre réassociation des fragments
marqués et donc d'augmenter |'hybridation spécifique des brins

marqués et non marqués.

De nombreux paramétres peuvent affecter plus ou moins
sensiblement ta réassociation de 1'A.D.N..Si la taille des frag-
ments dH-A.D.N. et la force ionique du milieu d'incubation
peuvent varier assez largement sans influencer de fagon signifi-
cative les résultats, par contre, les valeurs d'homologie
peuvent varier considérablement selon le degré de pureté des pré-
parations d'"A.D.N. et selon la température d'incubation (BRENNER,
1973) .
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MATERIEL ET METHODES

La méthode de piégeage de I'AlD.N. hybride sur des
membranes filtrantes de nitrocellulose repose surtout sur les
principes exposés par GILLESPIE et SPIEGELMAN (1965) et sur
les modifications apportées par DENHARDT (1966).

1. METHODOLOGIE DE L'HYBRIDATION

Une expérience d'hybridation comprend plusieurs étapes résumées

schématiquement page ci-contfre.

a) Extraction et purification des A.D.N.

Tous les A.D.N. bactériens retenus pour cette étude

ceux de C (la souche-type), de Bacterium anitratum (BAS), de

17
Xanthomonas vasculorum (XAV), d'Agrobacterium rhizogenes (AGR)

et de Pseudomonas maltfophilia (PSM) ont été extraits selon la

méthode de Marmur modifiée (en particulier traitement supplémen-~
taire avec la protéase d'aprés GILLESPIE et SPIEGELMAN, 1965)

mentionnée dans |a 2é&me partie de ce mémoire.

Leur conservation s'effectue &8 4°C dans la solution
saline citrate standard (SSC x 1) en présence de quelques gouttes
de chloroforme. L'élimination des molécules organiques conta-
minantes est opérée par dialyse a 4°C (1 v. de solution d'A.D.N.
contre 500 v. de SSC x 1). Toutefois, a la différence de KRIEG
et LOCKHART (1970), cette dialyse n'est maintenue que pendant
24 h. Elle est réalisée juste avant la poursuite des opérations

afin d'éliminer tout probléme de stockage aprés la dialyse.

b) Dénaturation et immobilisation des A.D.N.

Aprés dialyse, les solutions d'A.D.N. sont diluées

au avec de l'eau bidistillée afin de faciliter la dénaturation

1

The;%ique qui se déroule au bain-marie bouillant pendant 10 mn.

Elles sont ensuite refroidies rapidement en les plon-
geant dans de la glace pilée. On y ajoute alors de la SSC d'une
concentration et d'un volume fels que 1'A.D.N. se trouve finale-
ment en solution dans une SSC x 6 (GILLESPIE et SPIEGELMA&§;19§5
et JOHNSON et coll., 1970). En effet, lorsque I'A.D.N. est\3&h -
solution dans une SSC x 6, il adhére davantage a la membrane que
dans une SSC x 2, quelquefois utilisée (GILLESPIE et SPIEGELMAN,
1965) .,
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Chaque solution d'A.D.N., est filtrée lentement sur une
membrane filtrante de nitrocellulose (Millipore HAWP - 47 mm de
@ - 0,45 B) préalablement trempée dans de la SSC x 6 pendant une
nuit au réfrigérateur (COOPER, 1972). La vitesse de filtration
est régulée par une pompe & eau : 3 a 4 mn pouf filtrer 20 & 40
ml. de solution d'A.D.N. dénaturé (COOPER, 1972). Chaque filtre

est ensuife lavé avec 30 ml. de SSC x 6, filtrés lentement.

Le volume de la solution d'A.D.N. dénaturé a filtrer
et la concentration de la solution d'A.D.N. initiale sont fixés
en fonction de la quantité d'A.D.N, & immobiliser sur filtre
(100 & 200 pg).

Nous avons estimé la quantité d'A.D.N. fixé sur une
membrane en mesurant la densité optique & 260 nm. de la solution
avant et aprés filtration, comme le signalent DE LEY et TIJTGAT
(1970). Nous n'avons obtent qu'une efficience de charge de 60 a
70 %7alors qu'elle est évalude & 95-96 % environ par DENHARDT
(1966) et GIBBINS et GREGORY (1972). Selon GILLESPIE (1968), la
mauvaise fixation de I1'A.D.N. sur le filtre peut s'expliquer soit
par une fragmentation des molécules pendant ['extraction et la
purification, soit par une dénaturation incompléte. La premiére
raison, surtout, semble la cause de ce déficit de charge que nous
avons constaté. En effet, une dénaturation incompléte est peu
probable car elle est effectuée sur des solutions peu concentrées

en A.D.N., et avec un tampon de faible force ionique.

Chaque expérience d'hybridation est accompagnée de
fiitres "blancs" traités de la méme fagon, mais sans étre chargés
d'A.D.N.

De fagon & éviter la renaturation de 1'A.D.N., les
membranes sont ensuite séchées dans un dessicateur sous vide &
température ambiante pendant 4 h., puis & 80°C pendant 2 h.
(GILLESPIE et SPIEGELMAN, 1965). Elles sont enfin conservées
dans ce dessicateur & |'obscurité, a température ambiante,
jusqu'a |'étape suivante (GIBBINS et GREGORY, 1972).

c) Marquage de 1'A.D.N. "de référence" (C,.)

17
L'isotope fe plus couramment employé pour marquer

radioactivement I'A.D.N. "de référence" est le ]4C (HEBERLEIN,

1967 - COOPER, 1972 - GIBBINS et GREGORY, 1972 - DE LEY et coll.,

1973). Nous avons cependant préféré le 3H, parce qu'il présente

le moins d'inconvénients, et incorporé de lathymidine tritiée au
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milieu de culture dans des proportions similaires a8 MURATA
et STARR (1973).

Dans le cadre de nos travaux, I'A.D.N. "de référence"

est ftoujours cefui de C Un inoculum de 10 ml|l de cette

souche est d'abord prép;Zé dans le milieu B (composition

p. 31 ) et, aprés une nuit d'incubation & 28°C, il est intro-
duit dans un erlen renfermant 300 ml de ce méme milieu addi-
tionné stérilement de 3H—Thymidine (CEA-France) a raison de

3 WCi/ml. Aprés une quinzaine d'heures d'incubation 3 28°C

sur table d'agitation, I'A.D.N. marqué de C est extrait et

17
purifié.
On vérifie @ chaque fois |'incorporation de la BH-
thymidine dans ['A.D.N. de C]7 en mesurant |'activité spéci-
fique de celui-ci par comptage en scintillation liquide. On

~

enregistre en moyenne 9.000 &-10.000 cpm/pg d'BH—A.D.N.,,ce
qui est satisfaisant et assez proche de I['activité spécifique
donnée par MURATA et STARR (1973) et SOTTILE et coll. (1973).

d) Fragmentation et dénaturation de I'A.D.N. marqué

Trois méthodes de fragmentation de 1'A.D.N. marqué
sont signalées par SEIDLER et MANDEL (1971) et sont diverse-
ment-employées

- par compression a travers "une aiguille™ (STRAUS
et BONNER, 1972)

- par compression a ftravers une cellule de French
(SEIDLER et MANDEL, 1971 - DE LEY et coll. 1973)

- par action des ulfrasons (MIYAZAWA et coll., 1965 -
GROSS et WAYNE, .1970 - GIBBINS et GREGORY, 1972 - MURATA et
STARR, 1973 - SOTTILE et coll. 1973)

C'est ce dernier procédé que nous avons utilisé,
mais sans pouvoir tenir compte des indications de durée et
d'amplitude des ultrasons fournis par ces auteurs puisque
nous ne disposions pas du méme appareil. Ces paramétres
seront définis dans le paragraphe suivant de mise au point

de la méthode.

‘ Le passage aux ultrasons se fait foujours sur de
petites quantités de solutions d'BH—A.D.N. (1 ml) dans des
tubes & hémolyse plongés dans de la glace pilée (GROSS et
WAYNE, 1970).

Aprés stabilisation pendant un séjour d'au moins
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24 h. au réfrigérateur, cet 3H—A.D.N. fragmenté est dénaturé
au bain-marie bouillant pendant 15 mn. |l est ensuite immédia-
tement refroidi en plagant la suspension dans de la glace et
en ajoutant 1 ml de SSC x 3 froide de fagon & ce que I'3H—A.D.N.

soit finalement en solution dans SSC x 2.

e) Hybridation proprement dite

Pour éviter l|'adsportion des fragments d'3H—A.D.N.
non hybridés sur la membrane, il faut effectuer une préincu-
bation des filtres en présence d'albumine (DENHARDT, 1966).

Chaque membrane filtrante séchée est placée au fond
d'un bécher de 100 ml, la face chargée vers le dessus. Elle
est recouverte avec une SSC x 2 additionnée d'albumine bovine
(Sigma) & une concentration de 0,02 %. Le volume de ce milieu

de préincubation sera défini plus loin.

Ce prétraitement, que subissent également les filtres
"blancs", dure 6 h. au bain-marie & 65°C (MURATA et STARR,
1973 - STALEY et COLWELL, 1973), les béchers étant herméti--

quement bouchés pcur éviter |'évaporation.

A ce milieu de préincubation est ensuite ajouté, sur
chaque filfre’y compris les "blancs", 0,1 ml d'BH—ADN fragmenté
et dénaturé, soit & 3 pg. L'incubation est alors poursuivie

pendant une durée que nous préciserons plus loin.

Théoriquement, la température d'incubation permettant

I'"hybridation maximale est inférieure au Tm (SSC x 1) de 25 3&
30°C (BRENNER, 1973).

Pratiquement, comme ce Tm n'a pas pu &étre déterminé
dans la SSC x 1 pour I1'A,D.N. de Ciqs
la valeur moyenne du % GC (65 %) calculé p. 47 en employant
la relation de MARMUR et DOTY (1962) déja citée p. 38 , soit
Tm (SSC x 1)2 96°C,

nous |'avons déduit de

Les premiers essais d'hybridation ont donc été
effectués a2 71°C (96° - 25) ou a ¥ 66°C (96° - 30).

f) Llavages et mesure de la radioactivité

Lorsque l'incubation est terminée, les béchers conte-
nant les filtres sont sortis du bain-marie et les filtres sont
dé!fcafemenT lavés par trempage dans 25 ml. de SSC x 2 (JOHNSON
et coll., 1970).
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Chaque filtre est ensuite roulé et plongé dans
un flacon a scintillation renfermant 15 ml. du liquide scintil-
lant de KENNEDY. Aprés stabilisation, la radiocactivité est mesurée
et le pourcentage d'hybridation ensuite évalué

cpm. sur filtre avec A.D.N. hétérologue ~ cpm sur f{ltre "blanc"
x 100

cpm. sur filtre avec A.D.N. homologue ~ cpm sur f{ltre "blanc"

2. MISE AU POINT DE LA METHODE

a) Détermination des paramétres d'action des ultrasons

Ils sont essentiellement représentés par la durée et
I"intensité de |'application des ultrasons émis par un désinté-
grateur 3 ultfrasons (MSE-150 Watt) équipé d'une microsonde au

titane (@ 3 mm & son extrémité).

- la durée des ultrasons

Pour la premiére série d'expériences, une amplitude
constante de vibrations ultrasoniques égale & 12 est appliquée
a une suspension d'BH—A.D.N. extrait de C17 pendant 15, 30 ou
60 secondes, L'BH—A.D.N. est ensuite dénaturé et mis en présence
de filtres "blancs", mais traités selon la méthodologie décrite

plus haut,

Aprés une incubation de 24 h., a 71°C, les filtres sont
lavés deux fois dans une SSC x 2, puis ils sont coupés en 2
parties égales, une des moitiés de chacun d'eux subissant un

3e lévage prolongé dans une SSC x 2.

La radioactivité de chaque 1 filtre est déterminée

en scintillation liquide.
Temps de sonication
en secondes
15 30 60
2 lavages 5613 1962 766
3 lavages 2072 1878 683
Tableau 12
Radioactivité en cpm retenue par des-% filtres incubés en présence
3

d'"H-A.D.N. ayant subi une sonication pendant des durées différentes
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Du tableau 12, on peut déduire que |'adsorption non
spécifique de I'BH—A.D.N. aux filtres est minimale pour une soni-
~cation de 60 secondes et que, dans ces conditions, un lavage

supplémentaire n'apporte guére d'effet notable.

H-A.D.N. de

C]7 subit, pendant 60 secondes, l'action des vibrations ultra-

soniques d'une amplitude de 12 ou de 200 . Des filtres "blancs"

Pour la 2&me série d'expériences, de

sont incubés pendant 24 h. & 71°C avec 1 ml de SSC x 2 additionné
de 0,1 m! de cet 3H—A.D.N. dénaturé. Ils sont lavés 2 fois dans

une SSC x 2, avant d'éfre soumis au comptage.

- amplitude de 12§
213 - 161 - 145 cpm retenue par les filtres.

- amplitude de 20
881 - 227 - 258 cpm retenue par les filtres.

De ces résultats on peut conclure qu'une amplitude
des vibrations ultrasoniques élevée a plutdét tendance & augmenter
I'3H—A.D.N. sur les filtres (MURATA et STARR,
1973) alors qu'il convient de |'éviter, ce que confirmeront les
tableaux 13 et 14. | |

['adsorption de

. P 3
A la suite de ces expériences, I'""H-A.D.N. de C]7
sera donc toujours soumis aux ulftrasons de la méme maniére

pendant 60 s. avec une amplitude de vibrations de 12 .

' b) Détermination des conditions d'incubation permettant
I'hybridation

Cette étape est la plus délicate, la moindre variation
d'un paramétre pouvant avoir une influence considérable. Aussi
devons-nous préciser dans cette mise au point les conditions

d'incubation.

- la_durée

Des essais préalables d'hybridation entre I'BH—A.D.N.
de 017 et des A.D.N. homologue ou hétérologues immobilisés sur
des filtres ont été réalisés pour 2 durées d'incubation : 24 h

ou 46 h,a 71°C.
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. . durée c,,-C C,,-BAS et
sonication d'incubation 17 717 ]7‘ blanc"
homologue (hétérologue

60 s 24 h 1328 668 232
12 j

60 s 46 h 5890 3839 1977
12 B

60 s 46 h 7923 4028 -

20

- Tableau 13 -

Radioactivité, en cpm, des filtres incubés a 71°C pour des

durée di fférentes, en présence de la méme quantité d‘3H-A.D.N.,'

dans 1 ml de milieu d'incubation.

3

['""H-A.D.N.

Lorsque

sur les filtres chargés ou non d'A.D.N.

{'incubation dure 46 h.,

| Yadsorption de

atteint

des valeurs beaucoup plus imporTanTes'que pour 24 h. (fableau

13). Comme attendu,

cet effet est accru lorsque

a subi une sonication forte (ZOp ).

1" H-A.D.N.

D'autres essais, effectués plus tard, ont donné

des résultats similaires et ont montré qu'un desséchement

et un jaunissement des filtres devenaient perceptibles pour

des incubations durant 40 ou 46 h.

De ce fait,

['incubation a 24 h.

— . . - = —— .

nous avons

limité définitivement

Constatant cette tendance "au desséchemehT des

filtres, nous avons essayé de doubler le volume du milieu

de préincubation.
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type d'hybridation

vglgme du . _ 017—017 C17~BAS ' .
milieu de sonication homo | héts | "blanc
préincubation mologue | hererofogue

1 ml 60 s - 12 3009 792 213

2 ml 60 s - 12 2695 199 161

1 oml 60 s - 20 3641 - 881

2 ml 60 s - 20 3589 417 227

~ Tahleau 14 -
Radioacflvlfé, en cpm, des filtres incubés & 71°C pendant 24 h,
en présence de la méme quantité d'3H—A.D.N. dans 1. ou 2 ml de

milieu de préincubation.

Les résultats obtenus (tableau 14) nous permettent de

conclure qu'un volume double de milieu de préincubation provoque

une diminution de I'adsorpTioh non‘spécifique de I'SH-A.D.N. Par
ailleurs, ils confirment que les ultrasons d'amplitude élevée
(20 H) sont défavorables.

3

- une_quantité double d'"H-A.D.N. incorporée au milieu d'incu-
bation nous a montré, comme on pouvait s'y attendre, qu'elle
entrafnait une diminution de I['hybridation, probablement par

propre réassociation des fragments d'BH—A.D.N.

plus élevé pour les filtres chargés d'A.D.N.(de l'ordre de 25 &
35 %)que pour une incubation & 71°C. Craignant que cela soit le
résultat d'une réassociation non spécifique, nous avons fixé la
température & 71°C. En effet, plus la température d'incubation est
inférieure a l'optimum (Tm - 25°C), plus des séquences de bases

peuvent mal s'apparier.

En résumé, les conditions d'incubation pour les expé-
riences d'hybridation sont les suivantes

- 3H-A.D.N. fragmenté par sonication pendant 60 s avec

une amplitude de vibrations de 1Z2p .
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- filtres chargés d'A.D.N. et filtres "blancs"
préincubés dans 2 ml de SSC x 2 additionnésd'albumine.

- quantité d'BH—A.D.N. fragmenté et dénaturé
ajouté au milieu de préincubation fixée a3 & 3 pg contenus
dans 0,1 ml de SSC x 2.

- incubation pendant 24 h. au bain-marie a 71°C.

DE QUELQUES MODIFICATIONS APPORTEES PAR D'AUTRES TECHNIQUES

a) la technique double-filtre

Nous avons d'abord étudié la technique originale
de MURATA et STARR (1973) qui permet de déterminer I'homologie
des A.D.N., non plus de 2 organismes & la fois mais de 3 ou
davantage.

Cette technique consiste a incuber ensemble dans une

solution contenant l'BH—A.D.N. "de référence", fragmenté et
dénaturé, deux membranes filtrantes : |'une chargée de I'A.D.N.

homologue, |'autre de I'A.D.N. hétérologue, tous 2 n'étant

pas marqués, pas fragmentés, mais dénaturés.

Plusieurs essais, menés selon le mode opératoire
exposé ci-dessus, n'ont abouti & aucun résultat cohérent,
sans doutfe parce que les 2 filtres en présence avaient ten-
dance a s'appliquer 1'un contre ['autre au cours de I'incu-
bation. Les auteurs n'apportent aucune précision technique &

ce sujet.

b) la technigque d'hybridation & "basse température"

’ Considérant que la température élevée d'incubation
favorise la mise en liberté de I'A.D.N. immobilisé sur le
filtre durant I'incubation (jusqu'd 40 & 85 % de sa totalité
pour des températures comprises entre 70 et 80°C d'apres
DE LEY et TIJTGAT, 1970), des hybridations & "basse fempéra-
ture" ont été réalisées selon la technique de LEGAULT-DEMARE
et coll. (1967) en présence de diméthylsulfoxide (DMSO). L'ad-
Jonction de DMSO évite, en outre, l'adsorption non spécifique

d'BH-A.D.N.
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Les conditions expérimentales d'incubation sont

alors les suivantes

- chaque filtre chargé d'A.D.N.,au lieu d'étre
préincub& dans une SSC x 2 additionnée d'albumihe, est direc-
tement mis en incubation dans 2 ml d'un mélange de SSC x 2
et de DMSO (Merck) dans les proportions respectives de 70 et
30 %.

- |'incubation des filtres, aprés adjonction

d'3H-A.D.N., dure 20 h. & 62°C.

- les filtres lavés une premiére fois dans
(SSC x 2 - DMSO) et une 2éme fois dans une SSC x 2 seule, sont
séchés pendant 3 h. & 105°C (DE LEY et TIJTGAT, 1970) avant

d'étre incorporés dans le liquide scintillant.
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RESULTATS ‘

1. RESULTATS DES HYBRIDATIONS EFFECTUEES & 71°C

Ces résultats correspondent aux hybridations de

1 13H-A.D.N. de ©

sur les filtres,.

17 avec I'A.D.N. de diverses origines, retenu

Le tableau 15 rassemble les résultats de 2 expériences
d'hybridation menées & des moments différents, I'expérience 1
ayant été réalisée simultanément sur deux filtres dans chaque

condition.

Origine de I'A.D.N. immobilisé sur filtfre
1" 1"
C]7 CZO XAV BAS AGR blanc
érience 1 16351 12665 2521 1972 754 5869
exp 16721 16225 2079 - - -
expérience 2 16524 - 8246 4811 3406 1028
Tableau 15

Radioactivité (en cpm) des filtres chargés de 100 pg d'A.D.N. de diverses
souches mis en présence de® 3 Hg d'3H-A.D.N. de C]7 (incubation de 24 h.
& 71°C - 2 ml de milieu d'incubation),

La radiocactivité retenue par le filtre "blanc" de
I"expérience 1 est beaucoup trop importante par rapport aux
filtres chargés d'A.D.N.

De méme, la radioactivité retenue par les filtres
chargés d'A.D.N. homologue est élevée, puisqu'elle correspond
& environ 70 % de la radioactivité totale incorporée avec
1'3H~A.D.N. de C17 dans le milieu d'incubation (activité spéci-
fique particuliérement faible dans cette expérience : 24080 cpm)
alors que d'aprés STALEY et COLWELL (1973) cette valeur devrait

se ranger entre 40 et 60 %.
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[l semble possible, fToutefois, de ftenir compte de
ces résultats dans une analyse comparative, puisque la radio-
activité relative est également trés élevée pour le filtre
chargé de I'A.D.N., de CZO’ phénotypiquement identique & 017,
alors qu'elle est beaucoup plus faible pour les 3 souches de

collection (XAV = Xanthomonas vasculorum, BAS = Bacterium

anitratum et AGR = Agrobacterium rhizogenes)

D'autres expériences d'hybridation ont donné des
résultats qui permettent de renforcer la compa?aison précédente
(tableau 16).

Origine de 1'A.DN, immobilisé sur filtre

" bJanc ]
C]7 CZO PSM BAS AGR

Radioactivité
adsorbée en cpm 2378 | 1254 1053 | 666 490 : 360

Tableau 16,

"Radioactivité (en cpm) retenue par des filtres ghargés de 180 pg d'A.D.N.
de diverses souches mis en présence dee 3 ug d'"H-A.D.N. de C,_. Les
valeurs indiquées sont les moyennes de 3 exemp laires., 17
(incubation de 24 h. & 71°C - 2 ml. de milieu d'incubation).

Par contre, la radiocactivité adsorbée par les filtres
chargés de I'A.D.N. de CZO est é&tonnamment faible par rapport
au systéme homologue, comme elle est faible pour |'ensemblie des
filtres en comparaison avec les résultats homologues. Quant a

I["A.D.N. de Pseudomonas maltophilia (P.S.M.), c'est parmi les

A.D.N. des souches de collection, celui qui retient relative-
ment le plus d' H-A.D.N. de Ci; (plus du double de TA.D.N.
d'"AGR et une fois et demie celui de BAS). Cependant son pour-
centage d'homologie (défini p.62 ) n'étant que de 34 %

( 1053 - 360 ) . . C s
( 7378 = 365 X 100 ) et les écarts de radioactivité entre les .

filtres chargés des A.D.N. de C17 et de C20 étant importants,

nous avons entrepris d'autres expériences.
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Le tableau 17 permet, en effet, de penser que la

radioactivité retenue par les filtres chargés de I'A.D.N. de

017 dans l'expérience précédente est relativement élevée.
Ortgine de I'TA.D.N, sur filtre
C]7 PSM "Blanc "
Radiocactivité
adsorbée en cpm 1403 1159 219
Tableau 17

Radioactivité (en cpm) des filtres charges de 150 pg d'A.D.N, de C
et de PSM mis en présence dewn3 pg d' 3H=A.D.N. de C

Les valeurs indiquées sont les moyennes de 3 exenplalres.
(incubation de 24 h. 8 71°C - 2 ml de milieu d'incubation).

17

Si nous calculons le pourcentage d'homologie entre

les A.D.N. de C17 et de PSM, nous obtenons cette fois

1129 = 519 | 100 & 72 %
1403 - 519

2. RESULTATS DES HYBRIDATIONS EFFECTUEES & "BASSE TEMPERATURE" (62°C)

Comme nous |'avons mentionné précédemment, apreés
des essais infructueux de la méthode "doublé—filfre”, de
MURATA et STARR (1973), nous avons entrepris des expériences
d'hybridation a8 température relativement basse en incorporant
dans le milieu d'incubation du DMSO (procédé de LEGAULT-DEMARE

et coll.).

Les résultats obtenus dans une expérience prélimi-

naire sont rapportés dans le Tableau 18.

Origine de 1'A.D.N. sur filtre
C PSM BAS "Blanc"
17
Radioactivité
adsorbée ‘en cpm 4160 2623 1201 1046
Tableau 18

Radioactivité (en cpm) des filfres chargés de 110 pg d'A\D,N, de diverses
souches mis en présence de 3 ug d'> H-ADN de CJ . Les yaleurs Lnd[Quéea
sont les moyennes de 6 exemplaires, /

(incubation de 20 h. & 62°C -~ 2 ml de [SSC x 2 = DMSQ] )y
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Il en ressort définitivement que |'A.D.N. de B.A.S.

(Bacterium anitratum) ne présente aucune analogie avec |'A.D.N.

de C17 (5% d'homologie) et on calcule 50% d'homologie entre les

A.D.N. de Cqy7 et de PSM (Pseudomonas ma |l tophilia).

Le tableau 19 rassemble d'autres résultats qui con-
firment ce pourcentage d'homologie, puisque nous obtenons alors
49%. '

Origine de I'A.D.N. sur filtre
C17 PSM "Blanc"
Radioactivité :
adsorbée en cpm 3366 2129 944
Tableau 19

Redioactivité (en cpm) des filtres chargés de 150.pa d'A.D.N. de
C17 ou de PSM, mis en présence de 3 pug d'3H-ADN de C17.

Les valeurs indiquées sont les moyennes de 6 exemplaires.
(incubation de 20 h & 62°C - 2 ml de | SSC x 2 - DMSOY )

Dans un dernier temps, nous avons essayé de réaliser
des hybridations en présence d'un A.D.N. "compétitif".
Le protocole expérimental est suivi de la méme fagon, mais on’
incorpore au milieu d'incubation, en méme temps que |'3H-ADN,
un excés d'A.D.N. homologue ou hétérologue, non marqué, frag-
menté et dénaturé. On empéche ainsi, partiellement, |'hybridation
entre I"A.D.N. fixé sur le filtre et |'3H-A.D.N., car il y a com-
pétition pour les sites complémentaires de ['A.D.N. immobilisé
sur le filtre. La réduction de cette hybridation est donc pro-
portionnelle & la complémentarité des séquences nucléotidiques

des A.D.N. marqué et non marqué.

En considérant les résultats indiqués dans le tableau
20, nous constatons que la présence d'A.D.N. "compétitif" inter-:
vient peu sur |'hybridation entre |'3H-ADN de Cq7 et I'"A.D.N.
fixé sur filtre de Cqy7 (systéme homologue). Toutefois, on peut
remarquer que |'A.D.N. "compétitif" homologue (C,7) inhibe | é-
gérement plus I'hybridation que I'A.D.N."compétitif" hétérolo-
gue (PSM).
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Si nous appliquons la formule utilisée par DE LEY
et TIJTGAT (1970), par JOHNSON et coll. (1970) ainsi que par
PECKNOLD et GROGAN (1973) pour calculer le pourcentage d'homo-
logie en établissant le rapport entre la différence des radio-
activités produites par 1'incorporation d'A.D.N. "compétitif"
hétérologue (12078-11559) et la différence des radioactivités
causée par I'A.D.N. 'compétitif" homologue (12078-11060), nous

obtenons un pourcentage d'homologie de 50 %.

Ce résultat aurait sans doute été amélioré si nous
avions ajouté une quantité d'A.D.N. "compétitif" plus impor-
tante (150 g par filtre selon PECKNOLD et GROGAN, 1973) mais
nos solutions d'A.D.N. initiales n'étaient pas suffisamment con-
cenftrées. Aussi n'avons-nous probablemenfipab obtenu I'effet
de saturation souhaitable par ITA.D.N. "compétitif" qui n'était

pas suffisamment en excés.

A.D.N. en solution :
filtre chargé Redioactivité
de 110 pg d'A.D.N. Radioactif  "Compétitif" | adsorbée en cpm
6 ug 25 pg
c17 .C17 0 12078
c17 Cc17 . PSM 11559
C17 C17 Cc17 11060
PSM C17 0 6848
"btanc" . c17 0 1270
Tab leau 20

Radioactivité (en cpm) des filtres chargés d'A.D.N. de C17 ou PSM mis
en présence d'3H-ADN et d'A.D.N. "compétitif" ou non.

les valeurs indiquées sont les moyennes de 3 exemplaires.

(Incubation pendant 20 h & 62°C - 2 ml de [SSC x 2 -~ DMSO])

Notons au passage que cette derniére expérience nous
permet de calculer le pourcentage d'homologie entre les A.D.N.
de C17 et de PSM selon les conditions précédentes (sans A.D.N,

"compétitif") ce qui donnne:

6848 - 1270 x 100/ 51%, en accord avec les résultats

. 12078 - 1270
antérieurs. »
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DI S§CUSS I ON

| . APPORTS DES EXPERIENCES D'HYBR!DATION

Sur le plan technique, les expériences d'hybridation
sont délicates, compte tenu surtout des nombreux paramétres qui

interviennent.

Les résultats gque nous avons obtenus,illustrent ces
difficultés qui sont accrues par |'utilisation d'une tempéra-
Fure d'incubation élevée du fait du contenu important en
guanine + cytosine de nos souches. En effet, le travail a8 tem-
pérature élevée augmente les risques de reldchement de I'A.D.N.
fixé au filtre, ce qui explique la variabilité de nos premiers
résultats (hybridations & 71°C), '

L'emploi de diméthylsul foxide (DMSO) peut résoudre

partiellement ce probléme.

La température que nous avons fixée & 62°C pour I'in-
cubation dans (SSC x 2 - DMSO) est peut-étre encore trop forte
et peut expliquer la faible radioactivité retenue par les
filtres chargés. En effet, PECKNOLD et GROGAN (1973), travail-
lant sur des Pseudomonas, ont réalisé leurs expériences d'hy-
bridation a deux températures différentes : 63—64°C et 53-54°C,

pendant 16 h. et ils ont constaté que :

1) 38 la température la moins élevée, correspondant 3

T 25°C , 80 % et plus de I'A.D.N. fixé était

M(SSC x 2 - DMSO)
retenu au filtre en fin d'incubation, alors qu'il n'y en avaift

que 70 % avec une température de 63-64°C.

2) par contre, cette derniére température, dite
" H n x - o
rigoureuse", correspondant a Tm(SSC % 2 - DMSO) 15°C ,
ne permet la formation de molécules hybrides qu'entre des
séquences nucléotidiques parfaitement complémentaires, la spé-
cificité étant moindre pour des températures plus basses, mais

['hybridation optimale.

BRENNER (1973) insiste également sur le réle de la-
température d'incubation ainsi que sur la pureté de I'A.D.N,.
employé dans les expériences d'hybridation. Il précise, en par-

ticulier, qu'il peut étre dangereux, pour cette raison, d'assi-
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miler le degré de formation de molécules hybrides entre 2 chafnes
d'A.D.N. hétérologues avec le degré d'homologie entre les 2 orga-

nismes correspondants.

Réalisant des hybridations & trois températures diffé-
rentes, il a montré qu'une augmentation de 15°C entrainait une
hybridation 4 &8 6 fois moins importante qu'a la fempérature la
plus basse. Certes, plus les organismes sont effectivement homo-
logues, moins la température d'incubation a d'effet, puisque les
molécules hybrides formées sont parfaitement réassociées et donc

trés stables.

Sur le plan technique, notre méthodologie mériterait
d'étre affinée en effectuant des hybridations a température plus
basse en présence de (SSC x 2 - DMSO) avec la compétition d'un

excés imporfant d'A.D.N. homologue ou hétérologue.

Mais, en fonction de |'objectif que nous nous étions
proposé, les résultats sont suffisants pour établir par rapport

a la souche-type 017

- une homologie relative avec Pseudomonas maltophilia

- une absence d'homologie avec Bacterium anitratum et

Agrobacterium rhizogenes

- une homologie partielle avec Xanthomonas vasculorum

mais il faut préciser que cette espéce présente un phénotype

assez différent de C17.

I1. ANALOGIES PHENOTYPIQUES COMPLEMENTAIRES ENTRE C]7 ET PSEUDOMONAS
MALTOPHILIA - '

Lorsque nous avons rel evé comme genre bactérien & % GC

élevé les Pseudomonas, le choix de l'espéce s'est effectué en
fonction des similitudes phénotypiques répertoriées pour cette
espéce.

Nous avons consulté pour cela les travaux de STANIER
et coll. (1966) et le Bergey's manual (8e édition, 1974).

Ce dernier fait état de 4 groupes différents dans le

genre Pseudomonas, le 4e regroupant des espé&ces exigeantes en

un ou plusieurs facteurs de croissance. Trois espéces y sont
incluses
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- P. maltophilia

- P. vesicularis

- P. diminuta

De ces 3 espeéces, la premiéfe nous intéresse plus
particuli@rement car elle hydrolyse la gélatine et ne présente
pas de cytochrome-oxydase, comme les souches du phénon 3, carac-
téres qui nous ont conduits & choisir cette souche pour les

expériences d'hybridation,

En fonction des résultats obtenus, nous avons alors
comparé en détail son phénotype a celui de la souche type C17
ainsi qu'a celui de l'ensemble du phénon 3 (ftableau 21) et

nous nous sommes arrétés sur les divergences.

1. la mobilité

Tous les auteurs signalent la présence de plus d'un

flagelle chez P. maltophilia.

Dans la premiére partie de ce mémoire, nous avons
déja noté le probléme posé par la mobilité dont la mise en
évidence est délicate (LATHAM et JOHNSTONE, 1972) surtout pour
les germes d'origine tellurique, lorsqu'on emploie des méthodes

de détection simples.

Nous avons alors effectué une coloration de cils
selon la technique de Rhodes (dans BUTTIAUX et coll., 1966)

pour C et PSM uniquement. Dans chacun des cas, nous avons

17
observé des bactéries présentant au moins 2 flagelles en posi-
tion polaire, tout & fait semblables aux images proposées par

HUGH et LEIFSON (1963) et par | 12UKA et KOMAGATA (1964).

2. la pigmentation

Le Bergey's manual ainsi que d'autres auteurs préci-

sent que les colonies de P. malfophilia peuvent &tre jaunis-

santes, ce qui est exact pour |'ensemble des souches du phénon 3,
mais la pigmentation étant peu prononcée, la réponse au carac-
tére PINS a é&té considérée comme négative. D'ailleurs, ||ZUKA
et KOMAGATA (1964) ont inclus P. maltophilia au groupe "achro-

mogéne" du genre Pseudomonas.
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TESTS Ph3 C]7 Pseudomonas maltophilia
<t
P~
&
© o = c
> o — e}
< [0] n
© + > —_ O L
e (OIS n N © —
~ o~ | Lo + © oM
6] Q O O O Q ™~ [OR\e] ~J O
- = — X — [ —o o o)
) [e)] N4 (@2 [0)] 0]
(9] © et
[ . e C €
& g 2 g
v P 3
1. MOBTD - < + + + + + +
2. PISF - - - = - - - -
3. PISM * - *
4., PINS S - - J J Jj J
6. COXY (=) - - - - -
7. UREA - - - + -
9. CATA + + + +
]On GELA (+) + (+) + + + + . +
11, PAMY (~)- - (=) -
12, PDNA + + + + +
14, PLIP + + + + + + +
23, UBEL + + : -
36. MGAA + . +  Imeth+ meth+ |meth+ |meth+ |meth+
40, ARGI - - - - - - - -
42, NITR * * (+) * +
50. DELY + - + + + +
51. DNIT - - - - - - -

s '\\)Q‘
TABLEAU 21 @

Comparaison de quelques caractéres du phénon 3 et de la souche-type C17

avec ceux de Pseudomonas maltophilia

+ i toutes les souches répondent positivement
~ ; toutes les souches répondent négativement
+ & réponse vartable

-

(+) + la majorité des souches répondent positivement
(=) :+ la majorité des souches répondent négativement
J : jaune clair

meth : méthionine
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De plus, 31,7 % d'entre elles produisent un pigment
brundtre diffusible dans le milieu gélosé, dont la nature est
probablement proche des mélanines, ce que signale également

GILARDI (1970) mais pas comme un caractére spécifique.

3. l'exigence en acides aminés

Cette exigence caractérise aussi bien nos souches que

P. maltophilia mais celui-ci requiert spécifiquement un seul

acide aminé : la méthionine. Nous avons donc étudié en détail le
comportement de nos souches en fonction de cette exigence. Toutes

les souches, sauf 3 (A et H8 également COXY+) se sont déve-

, D
loppées sur MMB (miliei de1gwens et Keddie) additionné de glucose
RAL (4 g/1) et de méthionine (20 mg/l, concentration précisée par
STANIER et coll. 1966). Nous avons alors essayé de localiser a
quel niveau était bloquée la synthése de la méthiopine sur le

plan métabolique. Nous n'avons pu qu'observer que ['homosérine
remplagant la méthionine ne suffit pas pour stimuler [a croissance
alors que la L-cystéine ou la L-cystine provoque la croissance de

toutes les souches exceptées les 3 signalées précédemment.

I TZUKA et KOMAGATA (1964) qui sont les premiers &

rapporter |l'exigence de P. maltophilia, précisaient d'ailleurs

-méthionine ou cystine.

4, 1'utilisation de benzoate

STANIER et coll. (1966) notent |'absence de dévelop-

pement de P. malfophilia lorsque des composés aromatiques sont

utilisés comme seule source de carbone organique,e+ PALLERONI
et DOUDOROFF (1972) précisent |'extréme toxicité de ce composé

pour ces organismes.

Or, toutes les souches du phénon 3 se sont montrées
aptes & utiliser du benzoate lorsqu'il était incorporé au milieu

de Christensen.

Nous avons repris cette analyse en réalisant le test
cette fois en milieu liquide. Nous avons ensemencé nos souches

sur trois milieux différents

- MMB (milieu de Owens et Keddie) + méthionine (20 mg/l)
+ glucose RAL (4 g/1) ‘

- MMB + méthionine (20 mg/!) + benzoate (2 g/l|, concen-
tration indiquée par | 12UKA et KOMAGATA, 1963)
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- MMB + méthionine (20 mg/!) + glucose RAL (8 mg/l)
+ benzoate (2 g/1)

Le premier milieu sert de témoin positif puisque
toutes les souches y poussent. Au bout de 7 jours d'incubation
3 28°C, on n'observe aucune croissance sur le 2e milieu et un
léger louche dans le 3e, l'adjonction de glucose a |'état de

traces n'ayant pas suffi pour induire la culture.

Le benzoate ne peut donc pas étre utilisé comme seule
source de C organique, mais il ne semble pas qu'il soit toxique
pbur les souches puisqu'incorporé au milieu de Christensen,
riche par'lui~méme en glucose et en extrait de levure, il n'em-

péche pas la croissance.

5. présence de Lysine-décarboxylase

Ce caractére phénotypique auquel répondaient positi-
vement seulement 21,95 % des souches du phénon 3, nous a paru
important & revoir car de nombreux auteurs le signalent comme un
des critéres d'identification de P. maltophilia (GILARDI, 1970-
KEKESSY, 1972 - KOMAGATA et coll. 1974) et AL DELAIMI (thése,

1975) précise que seuls P. cepacia et P. maltophilia sont dotés

de lysine décarboxylase.

En reprenant la technique utilisée pour |'étude sys-
tématique de souches telluriques a Gram - dans la premiére
partie, nous nous sommes rendus compte que la durée d'incubation
avait une importance primordiale pour la lecture de ce test.
Aprés 18 h. d'incubation dans le milieu Lysine Taylor, la cada-
vérine, produit du catabolisme, a été mise en évidence par la
ninhydriﬁe pour les souches du phénon 3 et PSM, d'autres souches
servant de témoins négatifs (DELY-). Par contre, une incubation
prolongée provoque le catabolisme de la cadavérine pour la
plupart de nos souches, si bien qu'elle ne peut plus étre mise

en évidence, d'ol l'explication de nos premiers résultats.

6. Autres caractéristiques

Quelques nouveaux ftests fréquemment cités pour la ca-.

ractérisation de P. maltophilia ont également été effectués.

Ce sont

- I'hydrolyse de l'esculine signalée par GILARDI, 1970 -
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SNEATH et COLLINS, 1974. KEKESSY (1972) précise méme‘que ce
caractére est spécifique de cette espéce parmi le genre Pseudomo-
nas. Or, l'ensemble du phénon 3 hydrolyse fortement ['esculine

en un ou trois jours (méthode rapportée dans BUTTIAUX et coll.,
1966) .

: - 1'utilisation du lactose, notée en particulier par
LOWE et INGLEDEW (1975), STANIER et coll. (1966) qui précisent
que le catabolisme du lactose chez P. maltophilia s'arréterait

au galactose par insuffisance ou absence-de pgalacfosidase.
Toutes les souches du phénon 3 sauf A4, D1] et H8 peuvent

utiliser le lactose comme source de carbone.

~ I'hydrolyse de la caséine, spécifique de P. malto-

philia et P. pseudomallei (GILARDI, 1970) a été également obtenue

pour le phénon 3. (méthode rapportée dans BUTTIAUX et coll.,
1966) .
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CONCLUSI ON

Les essais d'hybridation entre |'A.D.N. de notre
souche-type Cy7 et 1'A.D.N. de diverses souches taxonomiquement bien
définies nous conduisent donc & établir une parenté entre le phénon

3 et P. maltophilia.

Sur le plan du biotope, AL DELAIMI (thése, 1975)

analysant la place du germe Pseudomonas dans I'environnement, note

que P. maltophilia est "une bactérie ubiquitaire". En effet, si la

plupart des souches répertoriées comme P. maltophilia sont d'origine

clinique, le fait d'en isoler a partir de I'eau et du lait suggére
qu'il serait largement dispersé dans la nature (STANIER et coll.,
1966 et GILARDI, 1968). Signalons qu'il a également été signalé dans
des résidus aquaTiqﬁes enrichis en pétrole (l11ZUKA et KOMAGATA, 1964)
et que FENTON et coll. (1973) ont proposé ce nom d'espéce pour une
souche isolée du sol par PRAMER et STARKEY (1951).

Sur le plan de la classification, HUGH et LEIFSON
(1963) ont évoqué les problémes de nomenclature posés par cette es-

péce qui avait d'abord ¢é1é décrite sous le nom de Xanthomonas malto-

philia en 1953 ou comme une espéce mobile de Alcaligénes.

KEKESSY (1972) signale aussi .que P. maltfophilia

était en général confondu avec les espéces du groupe Alcaligenes-

Achromobacter et KOMAGATA et coll. (1974) proposent pour P. melanoge-

na le synonyme de P. maltophilia.

En considérant ces problémes de nomenclature et
de situation écologique propres & cette espéce, il semble que des
expériences d'hybridation plus fines entre la souche-type du phénon

3 et des P. maltophilia de diverses provenances, pourraient apporter

des indications intféressantes.
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Le premier objectif de notre travail était d'en-
treprendre, & l'aide d'une méthode numérique, une étude taxo-
~nomique de germes a Gram-négatif non fermentants des sols de
notre région. Celle-ci a abouti & I'individualisation de deux

groupements taxonomiques importants

- 1'un identifiable au genre Pseudomonas du type

fluorescent qui a souvent été signalé en tant que genre

tellurique dominant.

- l'autre, dont les caractéres phénotypiques n'étaieni
pas suffisants pour une identification précise, a été soumis,
dans un second objectif, & des études physico-chimiques du

génome et & des recherches d'homologie avec une bactérie

connue. L'ensemble des résultats permet de |'apparenter &
Pseudomonas meltophilia.

Notre travail a permis la mise au point d'une '"clé"
qui sera utile pour |'étude de ce dernier phénon trés bien

représenté dans la flore hétérotrophe du sol. L'ordre des
tests proposé dans cette "clé" a été choisi de fagon a aboutir
le plus simplement & la plus grande rapidité d'identification

qui passe par les étapes suivantes

1°) Toutes les souches pigmentées sont d'abord &li-
minées (pigments diffusibles fluorescents et pigments non

diffusibles apparaissant dés le début de I'incubation)

2°) Toutes les souches ne présentant pas d'exigences
nutritionnelles sont rejetées (en employant la méthode des
répliques sur milieu minimum et sur milieu enrichi en

méthionine).

3°) La recherche de la cyfochrome—oxydase conduit
ensuite a |'élimination des souches donnant une réponse posi-

tive.
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4°) A partir des souches cytochrome-oxydase (-},
on ne conserve alors que celles qui donnent une réaction néga-

tive au Gram.

5°) Le test de Hugh et Leifson permet dventuel lement

["élimination des souches fermentant le glucose.

6°) Enfin, la présence de gélatinase est utilisée

comme dernier critére discriminatif de ce phénon.

Sur les souches ainsi sélectionnées, d'autres tests
"complémentaires ont été effectués, tels que la mise en évidence
de la lipase et la réduction du lait. I[ls ont confirmé la

validité de cette démarche expérimentale.

Etant données les exigences en acides aminés de ces
souches, particularité biochimique qui les oppose aux Pseudo-
"monas fluorescents, il était intéressant d'examiner les condi-~
“tions de prolifération par des données écologiques. Anticipant
sur un futur développement de nos travaux, nous avons recherché
des germes du phénon 3 dans les z8nes rhizosphériques qui sont

enrichies en substances organiques excrétées par les plantes,

Nous |'avons fait d'abord dans une "terre rhizos-
phérique proche" de choux et dans la terre témoin correspon-
dante en appliquant la clé de détermination .proposée ci-dessus.
Suf un nombre total de 172 socuches d'origine rhizosphérique ef
de 179 souches de la terre témoin, nous avons identifié respec-

tivement 4 et 3 souches hétérotrophes assimilables au phénon 3.

Ensuite, nous avons comparé une "terre rhizosphérique
proche" de betterave sucriére et la terre témoin correépondanfe.
Sur 132 souches isolées de part et d'autre, nous avons sélec-
tionné 10 bactéries assimilables au phénon 3 dans la terre

rhizosphérique et seulement 4 dans la terre témoin.

Il semble donc qu'effectivement un enrichissement du
sol en acides aminés favorise la prolifération de ces germes.
Il serait intéressant d'entreprendre des analyses semblables
au niveau de sites . écologiques différents en fonction de ces

exigences nutritionnelles.
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Quant au rdéle éventuel de ces bactéries dans le sol,
il n'a pas été abordé mais il est possible de suggérer, compte
tenu de leur équipement enzymatique particulier (potentialités
protéolytique et lipolytique), leur réle éventuel dans des
processus de dégradation,paralléles ou complémentaires a ceux

des Pseudomonas fluorescents.

Enfin, certaines de ces bactéries produisant des
pigments solubles proches des mélanines; peut-étre pourraient-
elles aussi contribuer secondairement a8 la formation du

complexe humique.

Outre les précisions systématiques sur la microflore
du so! qu'ont ainsi apporté ces travaux, |'accent a donc été

mis sur un groupement dominant apparenté a I'espéce Pseudomonas

maltophilia dont I'aspect écologique serait intéressant a déve-

lopper.
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RES UME

Une &tude taxonomique de bacténies telluriques &
Gram négatif non fermentantes a permis par L'analyse facto-
nielle des connespondances une répartition en & groupes bac-
teniens homogénes (phénons) dont deux nassemblent environ Les
2/3 des souches.

Parmi ces 2 phénons, Le premier est assimilable
au genre Pseudomonas du groupe fluorescent et Le deuxdiéme,
par ses seuls caracteres phénotypiques, n'a pu etre Ldentlfié
avec centitude.

En soumettant L'A.D.N. des souches de ce phénon
a La dénaturation thermique, Le coefficient de Shapirno-Chargaff
a pu eitre calculé. En fonction des valeurs obtenues (% GC
vodsin de 65 %), des expériences d'hybridation entre cet A.D.N.
et celud de souches de néférnence ont été entreprnises en ufdli-
sant La méthode des. membranes filtrantes en ndtrocellulose. Les

nééuﬂtaté_obienué condudisent a établin une similitude avece




