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A V A N T  - P R O P O S  

------ 

Ce ;Dravail a é;té eddectué au Labohatohe de Biologie appfi- 

quée de 1'U.E.R. de Biologie de L'UuLivmLté de U e  avec l e  concow 

du dépattement d '  Inbotmakique de 1 '1 .  U .  1. de U e .  

Je a d  hewreuh e de pouva& hemehciu ici : 

M0mie.u-t Le Phabaaem B. M U N T U E L L E ,  Che6 du Déparr;tment 

de BioLogie appfiquée de 1 ' 1  .U.T. de U e ,  q u i  m'a Zémoiané aa con&iance 

en me l a h a a n t  Zoute fibe,w2 dam La condui-te de ce &tavail eL a u  c o n n u  
p a i n  l a  ~ é d a d o n  de ce niémahe mlon;t ZZé uLila. De p l u ,  d e p d  que 

j'occupe un pobZe d'emdgnement à 1 ' 1 .  U .  T .  de Biologie appfiquée, j ' a i  

beaucoup apptécié a u quaLLtZa hunîaina e..t pahtagé a& e x p é ~ e v r c a  o ~ e n t é a  

vem une pédagogie nouvelle. Qu' i l  &touve ici L'expnaaion de ma neconndin- 

hance. 

Momieun Le Phodaaeuh J .  G U I L L A U M E ,  q u i  me dciLt L ' h o n n ~  

d 'accep tu  La hapo~nabd%é de p t é ~ i d e h  Le J m y  de c m e  T l z a  e ,  apna a v o h  

examiné avec bienveillance m u  phécédenth nappom% de nechuche. 

Monaiem Le Pnoduaeun ff. L E C L E R C ,  Suun-Dhectem de L ' l m -  

.ti;tut P a Z u  de U e ,  Dhectewr de l1UnLté TNSEUM 746 de U e  q u i ,  n î d -  

ghé h a  nornbteuha occupakiom, a bien voulu p W c i p u  à ce Jwty. 

Mamieuh R. BLONDEAU,  Docteuh a - S d e n c a ,  q u i  m'a auggétré 

ce h a v a i l  de hechuche QR: q u i  L'a auiv i  ;tout au Long avec Le meme iuLté/t&t 

en me pnockguautt avec beaucoup de bienveAYance h a  com& eL en me bainant  
pno&tm de aa connaiaaanca en hüchobbLogie d a  Su&. Q u ' i l  &touve ici 

L ' e x p u a i o n  de ;tou;te ma a ympakkie. 



Momiewr S .  LOSFELZ), Dootewr a-Scienceh, Che6 du Dépm- 

tement d' ln~omaticjue de l '  1. U. T . ,  divzni que a a c o f l a b o m t e m  q u i ,  ghâce 

à lm compétence, ont p&cipé à l1é&aborra.tion de ce Lxavad! en tmLtanit 

awr ohcünatewr la héauRkcctn de l '  andya e numé/tique. 

Madame C .  L E F E B V R E  Qk MademoAeRee J .  DUVET q u i  o n t  trécrRiné 

l a  dactglog/taphie de ce Xrravad! avec beaucuup de aoin eA de g e W a a e .  

Endin, t a u n  meh amin eA coU2gua d a  Labarratoheh v o h i m  

powr leuh ciide technique eA m o d e .  



A.D.N. : a c i  de désoxyr i  bonuclé ique 

A.R.N. : ac i  de r i bonuc lé i que  

RNase : r ibonuc léase  

DNase : désoxyr ibonucléase 

$ GC : contenu en guanine e t  c y t o s i  ne expr imé en pourcentage 

E.D.T.A.  : é thy lène  diamine t é t r a a ~ é t i ~ u e ' d e s o d i u m  

SSC x 1 o u  SSC s t a n d a r d  : s o l u t i o n  sa1 i n e  c i t r a t e  (NaCI0,lSM + 

c i t r a t e  t r i s o d i q u e  0,015 M - pt! 7) 

SSC x 0, 1 ; x - 1 ; x 2 ; x 6 ; x 10 : d iverses  concen t ra t i ons  de 
3 

so l  u t i  on sa1 i n e  c i t r a t e  p a r  r appo r t  à l a  SSC s tandard .  

UV : u l t r a v i o l e t  

nm : nanomètre 

Tm : température correspondant à 50 $ de l a  dénaturat ior !  d'un A.D.N. 

?C i  : m i c r o c u r i e  

PI.D.N.-~H ( é c r i t  p a r  e r r e u r  3 ~ - ~ . D . N .  d a n s  l e  mémoi r e )  : a c i d e  

désoxyr ibonuc lé ique  r a d i o a c t i f  (marqué au t r i t r u m )  
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I N  T R O  D U C T I O N  



La f l o r e  b a c t é r i e n n e  d e s  s o l s  c o m p r e n d  p r i n c i p a -  

l e m e n t ,  o u t r e  l e s  A c t i n o m y c è t e s ,  un e n s e m b l e  de g e r m e s  q u e  

l a  r é a c t i o n  de Gram p e r m e t  de r é p a r t i  r en  d e u x  g r o u p e s  : 

l e s  b a c t é r i e s  à G r a m - p o s i t i  f o u  v a r i a b l e ,  r e p r é s e n t é e s  

s u r t o u t  p a r  l e s  g e n r e s  B a c i  1 l  u s  e t  A r t h r o b a c t e r ,  e t  l e s  

b a c t é r i e s  à G r a m - n é g a t  i f .  

L e s  B a c i  l l u s ,  e n  r a i s o n  de  l e u r  u b i q u i t é  e t  l e s  

A r t h r o b a c t e r ,  e n  r a i  s o n  de l e u r  r e l a t i v e  homogéné i  t é  d a n s  

l e  s o l ,  s o n t  a s s e z  f a c i  l e m e n t  i d e n t i  f [ a b l e s  p a r  l e s  m é t h o d e s  

de d é t e r m i n a t i o n  h a b i t u e l l e s .  

P o u r  l e s  ge rmes  à G r a m - n é g a t i f ,  l e  p r o b l è m e  e s t  

t r è s  d i f f é r e n t  c a r  l e u r  p o s i t i o n  t a x o n o m i q u e  e s t  i m p r é c i  s e .  

De c e  f a i t ,  c e s  b a c t é r i e s  s o n t  s o u v e n t  à l ' o r i g i n e  d e s  d i f -  

f i c u l t é s  d ' i n t e r p - r é t a t i o n  p r o p r e s  a u x  s p e c t r e s  b a c t é r i e n s  

d ' o r i g i n e  t e l  l u r i q u e .  

L e s  r e c h e r c h e s  que  n o u s  a v o n s  e n t r e p r i  s e s , c o n c e r -  

n e n t  d o n c  c e s  g e r m e s  à G r a m - n é g a t  i f p o u r  l e s q u e l s  n o u s  a v o n s  

e s s a y é ,  t o u t  d ' a b o r d ,  d ' é t a b l i r  un c l a s s e m e n t  b a s é  s u r  l e u r s  

c a r a c t è r e s  p h é n o t y p  i q u e s  a u  moyen d '  une m é t h o d e  d ' ' a n a l y s e  

n  u m é r i  q u e .  Comme d a n s  c e  g r o u p e  p e u  d ' e s p è c e s ,  a p p a r t e n a n t  

e s s e n t i e l  l e m e n t  a u x  E n t e r o b a c t e r i  a c e a e ,  - f e r m e n t e n t  l e s  s u c r e s ,  

n o u s  a v o n s  1 i m i t é  n o t r e  é t u d e  en  n e  r e t e n a n t  d a n s  n o t r e  

c o l  l e c t i o n  q u e  l e s  s o u c h e s  n o n  f e r m e n t a n t e s .  P o u r  d o n n e r  à 

n o s  r é s u l t a t s  une  v a l e u r  t a x o n o m i q u e  r e p o s a n t  s u r  l e s  c r i t è r e s  

de l a  n o m e n c l a t u r e  a c t u e l  l e ,  n o u s  a v o n s  i n c o r p o r é  q u e l q u e s  

s o u c h e s  de r é f é r e n c e  dans  n o t r e  a n a l y s e .  

E n f i n ,  p o u r  un g r o u p e m e n t  p a r t i c u l i e r  de g e r m e s  m i s  

e n  v a l e u r  p a r  l ' a n a l y s e  n u m é r i q u e ,  n o u s  a v o n s  r e c h e r c h é ,  

p o u r  p r é c i s e r  son  i d e n t i f i c a t i o n ,  d e s  a n a l o g i e s  d ' o r d r e  géné -  

t i q u e  p a r  des  m é t h o d e s  b i o c h i m i q u e s  : c o m p o s i t i o n  e n  b a s e s  

d e s  A.D.N. e t  c a l c u l  d u  $ GC, h y b r i d a t i o n  des  c h a î n e s  mono- 

c a t é n a  i r e s  d 'A.D.N.  p r o v e n a n t  d ' o r g a n  i smes d i  f f é r e n t s .  



PREMIERE PARTIE 

TAXONOMIE NUMERIQUE DE B A C T E R I E S  T E L L U R I Q U E S  

NON FERMEWTANTES A GRAM NEGATIF 



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

D e p u i s  u n e  v i n g t a i  n e  d ' a n n é e s ,  de n o u v e l  l e s  a p p r o -  

c h e s  de l a  c l a s s i f i c a t i o n  b a c t é r i e n n e  s e  s o n t  d é v e l o p p é e s ,  

p r é p a r a n t  a i n s i  une  b a s e  s o l  i d e  p o u r  l e  d é v e l o p p e m e n t  d ' u n e  

c l a s s i f i c a t i o n  n a t u r e l l e  ; l a  t a x o n o m i e  n u m é r i q u e  en  f a i t  

p a r t i e  (COLWELL, 1 9 7 3  e t  STALEY e t  COLWELL, 1 9 7 3 ) .  

La t a x o n o m i e  n u m é r i q u e  e s t  I ' e x p r e s s i o n  d 1  une  

c l a s s i f i c a t i o n  p o l y t h é t i q u e .  D i s p o s a n t  l e s  i n d i v i d u s  e n  une  

h i é r a r c h i e  de c l a s s e s ,  c e t t e  s c i e n c e  c h e r c h e  à d é c r i  r e  I 1 é q u i -  

1 i b r e  d e s  e s p è c e s ,  l e u r s  r e s s e m b l a n c e s  e t  a u s s i  l e u r s  p a r e n t é s  

(BENZECR1,1973) .  E l l e  e s t  f o n d é e  s u r  l ' a n a l y s e  a d a n s o n i e n n e ,  

p r e m i è r e  m é t h o d e  o b j e c t i v e  de c l  a s s i  f i c a t  i o n  q u i  c o n s i d è r e  

c h a c u n  d e s  c a r a c t è r e s  a v e c  l a  même v a l e u r  e t  l e  même p o i  d s .  

A p r è s  a v o i  r é t é  app l i q u é e  une p r e m i è r e  f o i s  p a r  SNEATH ( 1 9 5 7 1 ,  

p l  us de 2 5 0  t r a v a u x  s o n t  r é p e r t o r i é s  d a n s  c e  d o m a i n e ,  s u r t o u t  

d e p u i s  q u e  SOKAL e t  SNEATH ( 1 9 6 3 )  o n t  m i s  a u  p o i n t  des  m é t h o -  

d e s  a b o u t i s s a n t  à d e s  p r o g r a m m e s  p o u r  c a l  c u l  a t r i  c e s  é l e c t r o -  

n i q u e s .  De n o m b r e u x  a r t i c l e s  o n t  f a i t  l e  p o i n t  d e s  a p p o r t s  de 

l a  t a x o n o m i e  n u m é r i q u e  à l a  s y s t é m a t i q u e  b a c t é r i e n n e  (COLWELL, 

1973  - GOOD!,lAF.1, 1 9 7 2  - SUNDr!AF.I, 1 9 6 8  - VERON, 1 9 6 9 ) .  

Un l o t  de b a c t é r i e s  n o n  s é l e c t i o n n é e s  e s t  é t u d i é  

e n  f o n c t i o n  d ' u n  c e r t a i n  n o m b r e  de c a r a c t è r e s  d ' o r d r e  m o r -  

p h o l o g i q u e ,  p h y s i o l o g i q u e ,  b i o c h i m i q u e  o u  a u t r e ,  c h o i s i s  

a v e c  m i n u t i e .  ' 

La c o d  i f i  c a t i  on des  r é p o n s e s  d o n n é e s  p a r  c h a c u n e  

des  b a c t é r i e s  e s t  v a r i a b l e  d ' u n  u t i l i s a t e u r  à l ' a u t r e ,  m a i s  

l e s  r é s u l t a t s  s o n t  t o u j o u r s  t r a d u i t s  en  l a n g a g e  b i n a i r e  e t  

r e p r é s e n t é s  s o u s  f o r m e  d ' u n e  m a t r i  c e  l o g i q u e  c o m p o r t a n t  

a u t a n t  de  v e c t e u r s - l  i g n e s  q u l i  l y a d ' i n d i v i d u s  e t  a u t a n t  de 

v e c t e u r s - c o l o n n e s  q u l  i l  y  a  de c a r a c t è r e s .  

Le p l u s  s o u v e n t ,  c ' e s t  a p r è s  c a l c u l  d u  c o e f f i c i e n t  

de  s i m i  l  i t u d e  d e  c h a q u e  p a i  r e  de s o u c h e s  que  d e s  g r o u p e s  

" n a t u r e l s "  de s i  m i  1 i t u d e  p h é n é t  i q u e ,  a p p e l é s  " p h é n o n s "  p a r  

SNEATH e t  SOKAL ( 1 9 6 2 )  p e u v e n t  ê t r e  é t a b l i s  s u i v a n t  d e s  

t e c h n  i q u e s  m a t h é m a t i q u e s  a s s e z  d i  v e r s e s .  



En c e  q u i  n o u s  c o n c e r n e ,  n o u s  a v o n s  u t  i l i s é  l a  

m é t h o d e  d ' a n a l y s e  f a c t o r i e l  l e  d e s  c o r r e s p o n d a n c e s  d é j à  app  l  i -  

q u é e  p a r  SOUP1ARE, LOSFELD e t  BLOFJDEAU ( 1 3 7 3 1 ,  q u i  a  p o u r  o b j e t  

de r e p r é s e n t e r  g é o m é t r i q u e m e n t  d a n s  un e s p a c e  de f a i b l e  d i m e n -  

s i o n ,  d e s  s i t u a t i o n s  m u l - t i d i m e n s i o n n e l  l e s .  E l  l e  p r é s e n t e  

I ' a v a n t a g e  de n e  p a s  d i  s s o c i e r  l e s  g r o u p e m e n t s  d '  i n d i  v i d u s  

( s o u c h e s  b a c t é r i e n n e s )  de l e u r s  c a r a c t è r e s  ( t e s t s )  e t  p e u t  

a i n s i  a b o u t i r  à d e s  d i a g r a m m e s  p o u r  l e s  i n d i v i d u s  s e u l s  e t  

p o u r  l e s  c a r a c t è r e s  s e u l s , e n  p l u s  de l a  p r o j e c t i o n  s i m u l t a n é e  

d e s  d e u x .  

A  c h a q u e  é l é m e n t  ( i n d i v i d u  o u  c a r a c t è r e )  e s t  a s s o c i é  

un p o i n t  r e p r é s e n t a t i f  s i  b i e n  q u ' u n  n u a g e  de p o i n t s  a p p a r a î t  

d a n s  un e s p a c e  m u l t i d i m e n s i o n n e l ,  c e  q u i  d o n n e  p a r  l e  c a l c u l  

d e s  d i s t a n c e s ,  une  r e p r é s e n t a t i o n  s p a t i a l e  d e s  s i m i  l i t u d e s .  

Ce n u a g e  de p o i n t s  e s t  p r o j e t é  s u r  d e s  s o u s - e s p a c e s  à d e u x  

d i m e n s i o n s  e t  c l e s t  l e  p l a n  s u r  l e q u e l  l a  p r o j e c t i o n  d u  n u a g e  

e s t  l a  m o i n s  dé fo r -mée,  q u i  f o u r n i t  l e  p l u s  d ' i n f o r m a t i o n s .  

L e  b u t  de c e  t r a v a i l  é t a n t  l a  m i s e  a u  p o i n t  d ' u n e  

" c l é "  de d é t e r m i n a t i o n  r a p i d e  d e s  p r i n c i p a l e s  c a t é g o r i e s  de 

g e r m e s ,  t o u s  l e s  c r i t è r e s  d ' i d e n t i f i c a t i o n  c h o i s i s  s o n t  ~ m p é -  

r a t i  v e m e n t  d e s  t e s t s  s i m p l e s  e t  r a p i d e s .  



FlATERl EL ET PIETHODES .................... 

1 .  COLLECTION DE SOUCHES 

Les s o u c h e s  b a c t é r i e n n e s  n é c e s s a i r e s  à c e t t e  é t u d e  o n t  
, . 

é t é  i s o l é e s  à p a r t i r  de h u i t  p r é l è v e m e n t s  de t e r r e  e f f e c t u é s  

dans l a  r é g i o n  d u  l l o r d  de l a  F r a n c e  e t  n u m é r o t é s  de A à H. L e u r  

n a t u r e  e s t  v a r i é e  : A e t  H  p r o v i e n n e n t  de t e r r e s  r h i z o s p h é r i -  

ques  ( c h o u x  e t  b e t t e r a v e s ) ;  G d ' u n e  t e r r e  de j a r d i n ;  B, C, E e t  

F de t e r r e s  à v é g i i t a t i o n  p e r m a n e n t e  sauvage ;  e t  D  d ' u n e  t e r r e  

momentanément  s a n s  c o u v e r t u r e  v é g é t a l e .  L e u r  pH e s t  v o i s i n  de 

6,O s a u f  p o u r  C  ( p H  5 , 4 ) ,  F  ( p H  4 ,7 )  e t  G ( p H  6 , 7 ) .  

L 1  i s o l e m e n t  d e s  s o u c h e s  e s t  e f f e c t l i é  a p r è s  é t a l e m e n t  e t  

i n c u b a t i o n  de s u s p e n s i o n s - d i  l u t i o n s  de c h a c u n e  des  t e r r e s  s u r  

p l a q u e s  n u t r i t i v e s  g é l o s é e s  s u i v a n t  une t e c h n i q u e  d é j à  d é c r i t e  

( S o u m a r é  e t  B l o n d e a u ,  1 9 7 2 ) .  P o u r  l a  t o t a l i t é  des é c h a n t i l l o n s  

de s o l s  a n a l y s é s ,  1?1 s o u c h e s  s o n t  a i n s i  é t u d i e e s  ( t a b l e a u  1 1 .  

TABLEAU 1 
E t a b l  i s s e m e n t  de l a  c o l  l e c t i o n  b a c t é r i e n n e  

- - . -  - - 

Nb de Souches à 
E c h a n t  i l  1 o n s  s o u c h e s  Souches à G r a m - n é g a t i f  

de t e r r e  e x a m i  nées  Gram-néga t  i f non f e r m e n t a n t e s  

A p r è s  examen de l e u r  r é a c t i o n  à l a '  c o l o r a t i o n  de Gram 

e f f e c t u é e  s i m u l t a n é m e n t  s u r  des c u l t u r e s  j e u n e s  e t  âgées ,  t o u t e s  

ce1 l e s  q u i  s o n t  G r a m - p o s i t i f  o u  v a r i a b l e  s o n t  él  i m i n é e s ,  a i n s i  

que q u e l q u e s  u n e s  p r o l i f é r a n t  t r è s  p e u  s u r  l e s  m i l i e u x  g é l o s é s .  

L t u t i l i s a t i o n  de l a  t e c h n i q u e  de Hugh e t  L e i f s o n  ( 1 9 5 3 )  p e r m e t  



e n s u i t e  de r e c o n n a î t r e  l e s  s o u c h e s  f e r m e n t a n t  l e  g l u c o s e  q u i  s o n t  

à l e u r  t o u r  é c a r t é e s .  

Les  165 s o u c h e s  r é c u p é r é e s ,  a p r è s  c o n t r ô l e  de l e u r  p u r e t é  

p a r  l a  mé thode  d e s  é p u i s e m e n t s  s u r  m i  l i e u  g é l o s é ,  s o n t  c o n s e r v é e s ,  

d ' u n e  p a r t  p a r  r e p i q u a g e s  r é g u l  i e r s  s u r  m i l i e u  g é l o s é  de B u n t  e t  

R o v i r a  ( 1 9 5 5 1 ,  d ' a u t r e  p a r t  p a r  c o n g é l a t i o n  en m i  l  i e u  g l y c é r i n é  

s e l o n  l a  t e c h n i q u e  de Q u a d l  i n g (  1 9 6 0 ) .  

Q u e l q u e s  b a c t é r i e s  r é p e r t o r i é e s ,  p r o v e n a n t  de l a  c o l  l e c -  

t i o n  de 1 '  I n s t i t u t  P a s t e u r  de P a r i s ,  e t  a p p a r t e n a n t  à des  g e n r e s  

b a c t é r i e n s  a s s e z  cou ramment  s i g n a l é s  dans  l e  s o l ,  s o n t  a j o u t é e s  

à c e t t e  c o l  l e c t  i o n  de s o u c h e s  t e l  l  u r i q u e s  : Paeudomonas a&uo&ea- 

ceiza, C1P 6 51 3, c a d i d i é e  PS F; Xant / romonah va6cu&okum, C l P  6 3 7 3 ,  

c o d i d i é e  XAV; F L a v o b a c t e x i u m  men ingeaepX icum,  C I P  6 0 5  7 ,  c o d i d i é e  

FLM; A g k o b a c X e k i u m  t u m e d a c i e n a ,  C l  P  6 70 1, c o d i d i é e  AGT; e t  R h i z o  

b i u m  t k i d o l i i ,  C1P (h4 ickob.  du h o [ ) ,  c o d i d i é e  RHT. 

2 .  TESTS UTIL ISES POUR LA CARACTERISATION DES SOUCHES 

C i n q u a n t e  e t  un  t e s t s  o n t  é t é  s é l e c t i o n n é s  ( t a b l e a u  2 ) .  

P o u r  t o u s ,  s a u f  i n d i c a t i o n  c o n t r a i r e ,  l e s  m i  l  i e u x  de c u l t u r e s  

u t i  l i s é s  s o n t  s t é r i  l i s é s  à 115OC; l e s  ensemencements  s o n t  e f f e c -  

t u é s  à p a r t i r  de c u l t u r e s  âgées de 4 8  h  s u r  m i l i e u  l i q u i d e  de 

B u n t  e t  R o v i r a ;  1 '  i n c u b a t i o n  s ' o p è r e  à 2 8 O C .  

TABLEAU 2 

Tests utilisés pour la caractérisation des souches 

1. Mobilité 
2. Production de pigments solubles fluorescents 
3. Production de pigments solubles non fluorescents 
4. Production de pigments insolubles 
5. Absence de pigments 

6. Présence d'une cytochrome oxydase 
7. Présence d'une uréase 
8. Présence d'une phosphatase acide 
9. Présence d'une catalase 

10. Présence d'une gélatinase 
11. Présence d'une amylase 
12. Présence d'une DNase 
13. Dissolution du CaHPO, 
14. Présence d'une lipase 

15. Oxydation du glucose (rapide) 
16. Oxydation du glucose (lente) 
17. Oxydation du xylose 
18. Oxydation du saccharose 
19. Utilisation du citrate de sodium 
20. Utilisation de l'acétate de sodium 
21. Utilisation du succinate de sodium 
22. Utilisation du benzoate de sodium (rapide) 
23. Utilisation du benzoate de sodium (lente) 

24. Résistance à la pénicilline (100 UI/ml) 
25. Résistance au chloramphénicol (25 pglml) 

26. Résistance à la streptomycine (25 pg/ml) 
27. Tolérance au NaCl 3% (forte) 
28. Tolérance au NaCl 3% (faible) 
29. Tolérance au NaCl 6% 
30. Tolérance au NaCI 10% 
3 1. Croissance à 4°C 
32. Croissance à 8°C 
33. Croissance à 37°C 
34. Résistance au lauryl sulfate de sodium 

35. Croissance sur milieu min6ral 
36. Exigences en acides aminés 
37. Exigences en vitamines 
38. Exigences en extrait de terre et de levure 
39. Croissance sans azote 

40. Dégradation de l'arginine en anaerobiose 
41. Production de cétolactose à vartir de lactose 
42. Réduction des nitrates en niirites 
43. Production de SH2 
44. Réduction du lait tournesolé 
45. Alcalinisation du lait tournesolé 
46. Acidification du lait tournesolé 
47. Coagulation du lait tournesol6 
48. Production de NH, à partir des peptones 
49. Production d'indole 
50. Décarboxylation de la lysine 
51. Dénitrification 



La mob i  1 i t é  e s t  r e c h e r c h é e  a p r S s  i n o c u l  a t i o n  p a r  

p i q ' û r e  c e n t r a l e  dans un m i l i e u  n u t r i t i f  g é l o s é  à 3 % e t  l a  p r o -  

d u c t i o n  de p i g m e n t s  e s t  n o t é e  a p r è s  ensemencement  du  m i l i e u  

de K i n g  B s u i v i  d ' u n e  i n c u b a t i o n  à l a  l u m i è r e .  L e s  p i g m e n t s  

f l u o r e s c e n t s  s o n t  d é c e l é s  e n  l u m i è r e  U V .  

P o u r  l a  m i  se  e n  é v i  dence  des a c t i v i t é s  e n z y m a t  i q u e s  

l a  c y t o c h r o m e  o x y d a s e  e t  I  ' u r é a s e  s o n t  r e c h e r c h é e s  à 1 ' a i  de des 

p a p i e r s  r é a c t i f s  " P a t h o t e c "  ; l a  p h o s p h a t a s e  a c i d e  a v e c  l e s  

r é a c t i  f s  " P h o s p h a t a s e s  K i t "  (B .D .  M é r i e u x )  e t  l a  c a t a  l a s e  se  I o n  

l a  t e c h n i q u e  c l  a s s i q u e  e n  emp l o y a n t  I  ' e a u  o x y g é n é e .  

La g é l  a t i n a s e  e s t  d é t e c t é e  s u r  g é l a t i n e  n u t r i t i v e  

( D i f c o )  a p r è s  10 j o u r s  d ' i n c u b a t i o n ;  l ' a m y l a s e  s u r  m i l  i e u  à 

base d ' a m i d o n  de r i z  a p r è s  5  j o u r s  de c u l t u r e ;  l a  DFdase s u r  

g a o s e  DNase (B .D .  f l é r i e u x )  a p r è s  2 j o u r s  de c u l t u r e .  

L e s  t e c h n i q u e s  e m p l o y é e s  p o u r  l a  m i s e  e n  é v i d e n c e  

de l a  d i s s o l u t i o n  du p h o s p h a t e  de c a l c i u m  e t  de l a  p r o d u c -  

t i o n  de l i p a s e  s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  c e l l e s  de K a t z n e l s o n  e t  

Bose ( 1 9 5 9 )  e t  de S i e r r a  ( 1 9 5 7 ) .  

L ' o x y d a t i o n  des s u c r e s  e s t  d é t e r m i n é e  s u i v a n t  l a  

t e c h n i q u e  de Hugh e t  L e i f s o n  ( 1 9 5 3 1 ,  a p r è s  7 j o u r s  d ' i n c u b a -  

t i o n  s a u f  p o u r  l e  g l u c o s e  d o n t  l a  r é a c t i o n  e s t  l u e  a p r è s  7  

j o u r s  ( o x y d a t i o n  d i t e  r a p i d e )  o u  10 j o u r s  ( o x y d a t i o n  l e n t e ) .  

Le c i t r a t e  de s o d i u m  , l ' a c é t a t e ,  l e  s u c c i n a t e  e t  l e  

b e n z o a t e  s o n t  i n c o r p o r é s  d a n s  l e  m i  1 i e u  de C h r i  s t e n s e n .  L e u r  

u t i l i s a t i o n  e s t  n o t é e  a p r è s  48  h  d ' i n c u b a t i o n ,  s a u f  p o u r  l e  

b e n z o a t e  q u i  c o m p o r t e  une l e c t u r e  s u p . p l é m e n t a i r e  a p r è s  24 h  

( u t i  l i s a t i o n  r a p i d e ) .  

La r é s i s t a n c e  a u x  a n t i b i o t i q u e s ,  a u  c h l o r u r e  de s o -  

d i u m  e t  l e  c o m p o r t e m e n t  a u x  t e m p é r a t u r e s  de 4, 8 e t  37' C  

s o n t  é t u d i é s  a v e c  l e  m i l i e u  I  i q u i d e  de B u n t  e t  R o v i r a ,  e t  l e s  

r é s u l t a t s  s o n t  n o t é s  a p r è s  C j o u r s  d ' i n c u b a t i o n .  Le même m i -  

l i e u  de base  e s t  e m p l o y é ,  m a i s  à l ' é t a t  g é l o s é ,  p o u r  m e t t r e  

en  é v i d e n c e  l a  r é s i s t a n c e  au l a u r y l  s u l f a t e  de s o d i u m  d o n t  

l ' i n t é r ê t  e s t  s i g n a l é  p a r  C h r i s t e n s e n  e t  Cook ( 1 9 7 2 ) .  C e t t e  

r 6 s i  s t a n c e  e s t  d é t e r m i  née a p r è s  5  j o u r s  d '  i n c u b a t i o n  e n  b o i -  

t e s  de P é t r i .  



L e s  e x i g e n c e s  n u t r i t i o n n e l  l e s  ( t e s t s  35 à 3 8 )  s o n t  

é t u d i é e s  a v e c  l e s  m i l i e u x  de L o c h h e a d  e t  Chase ( 1 9 4 3 1 ,  m a i s  

en  e m p l o y a n t  l a  t e c h n i q u e  des r é p l  i q u e s  de L e d e r b e r g  e t  L e d e r -  

b e r g  ( 1 9 5 2 ) .  P a r  a i l  l e u r s ,  un m i  1 i e u  l i q u i d e  e x e m p t  d ' a z o t e  

p e r m e t  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  des ge rmes  f i x a t e u r s  d ' a z o t e  m o l é c u -  

l a i r e .  

L e s  d e r n i e r s  t e s t s  i n d i q u é s  dans l e  t a b l e a u  2 s o n t  

s o u v e n t  r e l a t i f s  à des a c t i v i t é s  c a t a b o l i q u e s .  La d é g r a d a t i o n  

.de I  l a r g i n i n e  en  a n a é r o b i o s e  e s t  d é t e c t é e  s u i v a n t  l a  mé thode  

de T h o r n l e y  ( 1 9 6 0 )  ; l a  p r o d u c t i o n  de c é t o l a c t o s e ,  s u i v a n t  

ce1  l e  de B e r n a e r t s  e t  de Ley  ( 1 9 6 3 1 ,  e t  l a  d é n i t r i f i c a t i o n ,  

s u i v a n t  c e l l e  de S t a n i e r  e t  c o l t .  ( 1 9 6 6 ) .  

L e s  a u t r e s  t e s t s  s o n t  d l u t i  l i s a t i o n  t r è s  c o u r a n t e  en  

m i c r o b i o l o g i e  : l a  r é d u c t i o n  des  n i t r a t e s  e s t  r é v é l é e  a p r è s  

4 8  h d ' i n c u b a t i o n ,  l a  p r o d u c t i o n  de SH2 e s t  v é r i f i é e  à p a r t i r  

d ' u n  m i l i e u  c o n t e n a n t  de l a  c y s t é i n e ,  a p r è s  15 j o u r s  d ' i n c u -  

b a t i o n  e t  l e  c o m p o r t e m e n t  des  s o u c h e s  s u r  l a i t  t o u r n e s o l é  

( l i t m u s  m i l k  BBL) ,  a p r è s  10 j o u r s  d ' i n c u b a t i o n .  E n f i n ,  l a  

p r o d u c t i o n  d 'ammoniaque à p a r t i r  des p e p t o n e s  ( B a c t o  p e p t o n e  

D i f c o )  e s t  m i s e  en. é v i d e n c e  a v e c  l e  r é a c t i f  de N e s s l e r ,  c e l l e  

de I 1 i n d o l e  a v e c  l e  r é a c t i f  de Kovacs ,  e t  l a  l y s i n e  T a y l o r  e s t  

e m p l o y é e  p o u r  é t u d i e r  l a  d é c a r b o x y . l a t i o n .  

L e s  r é s u l t a t s  donnés  p a r  l e s  t e s t s  s o n t  n o t é s  p a r  

p l u s  ( + )  o u  p a r  m o i n s  ( - 1  s e l o n  que l e s  r é a c t i o n s  s o n t  p o s i -  

t i v e s  o u  n é g a t i v e s .  L e s  r é p o n s e s  d o u t e u s e s  s o n t  v é r i f i é e s  p a r  

une deux ième a n a l y s e .  

3 .  ANALYSE NUMERIQUE 

Le c l a s s e m e n t  des  s o u c h e s  en f o n c t i o n  de l e u r s  a f f i -  

n i t é s  a  é t é  e f f e c t u é  a u  moyen de I  ' a n a l y s e  f a c t o r i e l  l e  des  

c o r r e s p o n d a n c e s ,  se I o n  1 a  mé thode  e t  l e s  p rog rammes  c o n ç u s  p a r  

l e  l a b o r a t o i r e  du P r o f e s s e u r  B e n z e c r i  ( 1  . S . U . P . ,  P a r i s ) .  Le 

t r a i t e m e n t  a  é t é  e f f e c t u é  s u r  un o r d i n a t e u r  IBM 3 6 0 / 2 5  ( D é p a r -  

t e m e n t  I n f o r m a t i q u e ,  I .U .T .  L i l l e ) .  C e t t e  mé thode  d ' a n a l y s e  

a v a i t  d é j à  é t é  app'l i q u é e  p o u r  I  ' é t u d e  du s p e c t r e  b a c t é r i e n  

d l  une m i c r o f l o r e  d ' o r i g i n e  t e l  l u r i q u e  (Soumaré,  L o s f e l d  e t  



B l o n d e a u ,  1973)  : à p a r t i r  d ' u n e  m a t r i c e  l o g i q u e  dans  l a q u e l  l e  

. l e s  r é p o n s e s  données  p a r  l e s  t e s t s  s o n t  c o d é e s  p a r  1 ( + )  o u  

O - 1 ,  I  ' a n a l y s e  des v e c t e u r s  l  i g n e s  r e p r é s e n t é s  p a r  l e s  s o u -  

c h e s  b a c t é r i e n n e s ,  e t  des v e c t e u r s  c o l o n n e s  c o r r e s p o n d a n t  a u x  

t e s t s  p e r m e t  de c a l c u l e r  l e s  d i  s t a n c e s  e n t r e  chaque  coup l e  

de b a c t é r i e s  ( c e s  d i s t a n c e s  s o n t  c h o i s i e s  de t e l  l e  s o r t e  q u l  

e l l e s  s o i e n t  f a i b l e s  p o u r  d e u x  s o i ~ c h e s  p r é s e n t a n t  des  v e c t e u r s  

l i g n e s  comparab  l e s ,  e t  i m p o r t a n t e s  s i  deux  s o u c h e s  p r é s e n t e n t  

des v e c t e u r s  l i g n e s  s a n s  r a p p o r t ) .  L ' o b t e n t i o n  de c e s  d i s -  

t a n c e s  c o n d u i t  a u  r e g r o u p e m e n t  des  b a c t é r i e s  e n  f o n c t i o n  de 

l e u r s  a f f i n i t é s ,  p a r  r a p p o r t  a u x  t e s t s  q u i  l e s  o n t  c a r a c t é -  

r i s é e s .  



RESULTATS --------- 

Le t a b l e a u  3 r é c a p i t u l e  l e  nombre de r é p o n s e s  

p o s i t i v e s  données  p a r  l e s  165 s o u c h e s  en f o n c t i o n  des 5 1  

t e s t s  e m p l o y é s .  P o u r  l a  n u m é r o t a t i o n  de c e s  t e s t s ,  l e s  

c h i f f r e s  c o r r e s p o n d e n t  à c e u x  du t a b l e a u  3 .  I l s  s o n t  s u i v i s  

d '  une c o d i  f i c a t i o n  c o m p o r t a n t  q u a t r e  l e t t r e s  o u  c h i  f f  r e s ,  

n é c e s s a i r e  à l a  p r o g r a m m a t i o n .  L e s  t e s t s  30 ( t o l é r a n c e  a u  

NaCl 10%) e t  39 ( c r o i s s a n c e  s a n s  a z o t e )  d o n n a n t  des  r é p o n s e s  

u n i f o r m é m e n t  n é g a t i v e s ,  o n t  é t é  é l i m i n é s  de l ' a n a l y s e  f a c t o r i e l -  

l e .  

TABLEAU 3 

Nombre de réponses positives données par les 165 souches en fonction des 51 tests 
-- 

Tests Nombre de Tests Nombre de 
réponses réponses 

No Abréviation ~ositives No Abréviation positives 

MOBI 
PISF 
PISM 
PINS 
PAPI 
COXY 
UREA 
PHAC 
CATA 
GELA 
PAMY 
PDNA 
DIC A 
PLIP 
GOXR 
GOXL 
ACXY 
ACSA 
UCIT 

UBEL 
RPEN 
RCHL 
RSTR 

NA3F 
NA3P 
NA06 
NA10 
CT04 
CTO8 
CT37 
RSLS 
M G 0 0  
MGAA 
MGVI 
MGLT 
MSAZ 
ARGI 
CET0 
NITR 
CSH2 
RELT 
ALLT 

PNH4 
INDO 
DELY 
DNIT 

1 .  RESULTATS DE L'ANALYSE FACTOR l  ELLE 

C e t t e  méthode p e r m e t  I  ' é t a b l  i ssement  de d iag rammes  

q u i  r e p r é s e n t e n t  l e s  s o u c h e s  e t  l e s  t e s t s  p r o j e t é s  s u r  d i v e r s  

p l a n s  d é t e r m i n é s  p a r  l a  c o m b i n a i s o n  de d e u x  a x e s  e x p r i m a n t  l e s  

a f f i n i t é s  e n t r e  l e s  s o u c h e s  e n  f o n c t i o n  des t e s t s .  A f i n  d ' o b -  

t e n  i r une v i  sua 1 i s a t  i o n  s u f f i  samment comp l  è t e  de t o u t e s  c e s  a f -  

f i n i t é s ,  c i n q  a x e s  o n t  é t é  u t i l i s é s .  



A p r è s  examen des  d i f f é r e n t s  d iag rammes  d é c o u l a n t  de 

n o t r e  é t u d e ,  i 1 s ' e s t  a v é r é  que l e  maximum d '  i n f o r m a t i o n s  s u r  l a  

p o p u l a t i o n  b a c t é r i e n n e  se t r a d u i t  p a r t i c u l  i è r e m e n t  dans  c e u x  q u i  

s o n t  donnés p a r  l a  c o m b i n a i s o n  des a x e s  1  e t  2  ( 1  x  2 ) ;  1 e t  3 

( 1  x 3 )  e t  2 e t  4 ( 2  x 4 ) .  

L ' u t  i 1 i s a t l o n  des r é s u l t a t s  donnés  p a r a 1  l è l e m e n t  p a r  

une seconde  a n a l y s e  f a c t o r i e l  l e  r é a l  i s é e  à p a r t i  r des r é p o n s e s  

i n v e r s e s  a u x  t e s t s ( ? v n o n  t e ç t ç " )  a p p o r t e  a u s s i  des r e n s e i g n e m e n t s  

ù t i  l e s  q u i  a p p a r a i s s e n t  dans l a  c o m b i n a i s o n  des axes  1 e t  2 

( 1  x 2 ) .  C e t t e  a n a l y s e  c o m p l é m e n t a i r e  p e r m e t  e n  e f f e t  de c o n s i -  

d é r e r  l e s  a n a l o g i e s  e n t r e  l e s  s o u c h e s  a u s s i  b i e n  l o r s q a l e l  l e s  

d o n n e n t  un r é s u l t a t  n é g a t i  f q u ' u n  r é s u l t a t  p o s i t i  f .  

Deux de c e s  d iagrammes ( 1  x 2  e t  2  x  4 )  s o n t  

p r é s e n t é s  i c i  ( f i g u r e s  1 e t  2 ) .  S u r  c e u x - c i ,  a f i n  de f a c i  1 i t e r  

l a  l e c t u r e ,  s e u l e  e s t  i n d i q u é e  l a  d i s t r i b u t i o n  des b a c t é r i e s ,  

ce1 l e  des t e s t s  é t a n t  de m o i n d r e  i n t é r ê t .  

L 'examen de 1 ' e n s e m b l e  de c e s  d iagrammes a  p e r m i s  

de d i  f  f é r e n c i e r  h u i t  " c l  a s s e s "  o u  " p h é n o n s " .  Ces g r o u p e m e n t s  

de s o u c h e s ,  s i t u é s  de p a r t  e t  d ' a u t r e  de l ' o r i g i n e  ( O R )  m a t é r i a -  

1 i s a n t  l e u r  c e n t r e  -de g r a v i t é ,  s o n t  r e p r é s e n t é s  dans l e s  f i g u r e s  

p a r  des s y m b o l e s  a l o r s  que l a  d i s t r i b u t i o n  des c i n q  s o u c h e s  de 

r é f é r e n c e  e s t  i n d i q u é e  p a r  1 ' i n t e r m é d i a i r e  de l e u r  c o d i  f i c a t i o n .  

Ces h u i t  phénons ,  d o n t  c h a c u n ,  c o n v e n t i o n n e l l e m e n t  

r e p r é s e n t e  un m i n i  mum de t r o i s  s o u c h e s ,  r e g r o u p e n t  130 b a c t é r i e s ,  

c ' e s t - à - d i r e  7 8 , 7  $ des i n d i v i d u s  de n o t r e  c o l l e c t i o n .  Deux de 

c e s  phénons  s o n t  p a r t i c u l  i è r e m e n t  i m p o r t a n t s  : l e  phénon 3 ( P h  3 )  

r a s s e m b l a n t  4 1  s o u c h e s ,  e t  l e  phénon 8  ( P h  8 )  r a s s e m b l a n t  5 2  

s o u c h e s ,  a s s o c i é e s  a v e c  une souche de r é f é r e n c e  : P.  ~ ~ u o k e h c e f l ~  

( P S F ) .  Le p o u r c e n t a g e  des r é p o n s e s  p o s i t i v e s  données p a r  l e s  

s o a c h e s  c l a s s é e s  e n  f o n c t i o n  des t e s t s  u t i l i s é s  p o u r  l e u r  c a r a c -  

t é r i s a t i o n  e s t  i n d i q u é  dans l e  t a b l e a u . 4  ; e t  l a  r é p a r t i t i o n  de 

ce1 l e s - c i  e n  f o n c t i o n  de l e u r  o r i g i n e  e s t  donnée dans l e  t a b l e a u  

5  q u i  a c c e n t d e  I  ' i n t é r ê t  des s o ~ c h e s  des  phénons  3 e t  8  p r é s e n t s  

dans t o u t e s  l e s  t e r r e s  a n a l y s é e s .  
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TABLEAU 4a 

Pourcentage de réponses positives données par les 130 souches classées en fonction des tests 

Ph 1, Ph 2, Ph 3, Ph 4, Ph 5, Ph 6, Ph 7, Ph 8, 
Tests 10 souches 5 souches 41 souches 8 souches 4 souches 7 souches 3 souches 52 souches 

1. MOBI 
2. PISF 
3. PISM 
4. PINS 
5. PAPI 
6. COXY 
7. UREA 
8. PHAC 
9. CATA 

10. GELA 
11. PAMY 
12. PDNA 
13. DICA 
14. PLIP 
15. GOXR 
16. GOXL 
17. ACXY 
18. ACSA 
19. UCIT 
20. UACE 
21. usuc 
22. UBER 
23. UBEL 
24. RPEN 
25. RCHL 

TABLEAU 46 

Pourcentage de réporises positives données par les 130 souches classées en fonction des tests 

Ph 1, Ph 2, Ph 3, Ph 4, Ph 5, Ph 6, Ph 7, Ph 8, 
Tests 10 souches 5 souches 41 souches 8 souches 4 souches 7 souches 3 souches 52 souches 

26. RSTR 30 20 63,41 50 100 71,42 100 28,84 
27. NA3F O 60 95,12 37.5 100 28.57 O 65,57 
28. NA3P O 60 97,56 50 100 42,85 O 82,69 
29. NA06 O O 2,43 O O 14,28 O 1,91 
31. CT04 O O 2,43 O 25 14,28 O 51,93 
32. CT08 10 20 36,58 25 50 71,42 O 92,32 
33. CT37 10 60 63,41 37,5 O 28,57 100 28,84 
34. RSLS 70 . 20 90,24 O O 14,28 33,33 73,06 
35. M G 0 0  90 O O 12,s 50 57,14 100 48,76 
36. MGAA 10 O ' 100 25 50 42,85 O 48,76 
37. MGVI 40 O 2,44 12,5 O 14,28 33,33 11,42 
38. MGLT O 100 O 62,5 O O O 3,82 
40. ARGI O O O O O O O 98,07 
41. CET0 O O O O O O O O 
42. NITR 50 20 34,14 12,5 50 O O 13,46 
43. CSH2 O O O O O O O 1,91 
44. RELT 10 20 100 O 100 85,71 100 38,47 
45. ALLT 90 80 O O O O O 61,53 
46. ACLT O O O 87,s O O O O 
47. COLT O O O O O 14,28 100 O 
48. PNH4 O O 75,61 O 100 14,18 33,33 100 
49. INDO O O O O 100 O O O 
50. DELY O 20 21,95 12,5 O 14,28 O 28,84 
51. DNIT 70 O O O O O O 7,69 



TABLEAU 5 

Répartition des souches classées en fonction de leur origine 

Echantillons de terre 

Phénons A B C D E F G H 

Ph, (10 souches) 
Ph, (5 souches) 
Ph3 (41 souches) 
Ph, (8 souches) 
Ph5 (4 souches) 
Ph6 (7 souches) 
Ph, (3 souches) 
Ph8 (52 souches) 
Non classées 

(35 souches) 
Total (165 souches) 21 15 28 21 29 19 11 21 

Une a u t r e  r e l a t i o n  e n t r e  souche  de r é f é r e n c e  e t  p h é n o n s  

e s t  à r e m a r q u e r  : F. meningedept icum (FLM)  e s t  a s s o c i é e  au phenon 

5 .  C e t t e  s i m i  l i t u d e ,  a s s e z  peu a p p a r e n t e  d a n s  l e s  d iag rammes  r e p r é  

s e n t é s  dans  l e s  f i g u r e s  1 e t  2, e s t  p a r t i c u l  i è r e m e n t  n e t t e  d a n s  l e  

d iagramme "non t e s t "  1 x  2.  

2. APPL l CAT l ON DES RESULTATS - 

Ces r é s u l t a t s  o n +  e n s u i t e  é t é  e x p l o i t é s  a f i n  de m e t t r e  

a u  p o i n t  une m é t h o d o l o g i e  a p p l  i c a b l e  a u x  a n a l y s e s  m i c r o b i o l o g i q u e s  

d u  s p e c t r e  b a c t é r i e n  des s o l  S .  

Les données  du t a b l e a u  4 p e r m e t t e n t  de s é l e c t i o n n e r  l e s  

t e s t s  i n d i v i d u a l  i s a n t  l e s  phénons .  Ces t e s t s  o n t  une V a l e u r  d i s - .  

c r i m i n a t i v e  quand  l e s  r é p o n s e s  s o n t  e n  m a j o r i t é  n é g a t i v e s  o u  p o s i -  

t i v e s  o u  m i e u x  e n c o r e ,  quand  e l  l e s  s o n t  t o t a l e m e n t  o p p o s é e s  o u  

p r e s q u e  p o u r  l e s  d i f f é r e n t s  p h é n o n s .  

Ces t e s t s  l e s  p l u s  s i g n i f i c a t i f s ,  au nombre de 21,  s o n t  

m e n t i o n n é s  dans l e  t a b l e a u  6 .  L ' a n a l y s e  f a c t o r i e l l e  a p p l i q u é e  

a u x  130 s o u c h e s  c l a s s é e s  e n  ne f a i s a n t  i n t e r v e n i r  que c e t  ensem- 

b l e  r e s t r e i n t  de 21 t e s t s  donne des  r é s u l t a t s  c o m p a r a b l e s  a u x  

p r é c é d e n t s ,  c ' e s t - à - d i  r e  que l e s  d i  f f é r e n t s  phénons  r e s t e n t  b i e n  

i n d i v i d u a l i s é s  d a n s  l e s  d iag rammes .  La f i g u r e  3 r e p r é s e n t e  l ' u n  

de c e s  d i  agrammes ( 1 x  2 ) .  

A l a  s u i t e  de ce  r é s u l t a t ,  d ' a u t r e s  s é l e c t i o n s  p l u s '  

r e s t r e i n t e s  de t e s t s  o n t  é t é  a n a l y s é e s  ( t a b l e a u  6 )  P o u r  l a  s é l e c -  

t i o n  2, q u i  c o m p o r t e  13 t e s t s ,  n o u s  a v o n s  é l  i m i n é  d ' a b o r d  t o u s  

c e u x  q u i  p r é s e n t e n t  un c a r a c t è r e  de comp l é m e n t a r i t é ,  ne c o n s e r -  



v a n t  q u e  l e s  p l u s  s i g n i f i c a t i f s .  P o u r  des  r a i s o n s  t e c h n i q u e s ,  l a  

mobi l  i t é  a  é g a l e m e n t  é t é  s u p p r i m é e ,  sa l e c t u r e  é t a n t  t o u j o u r s  

t r è s  dé1 i c a t e ,  s u r t o u t  p o u r  l e s  germes d ' o r i g i n e  t e l  l  u r i q u e .  Le 

t e s t  14 ( l  i p a s e )  d o n t  l e s  r é p o n s e s  s o n t  v a r i a b l e s  p o u r  de nombreux  

p h é n o n s  e t  l e  t e s t  5 1  ( d é n i t r i f i c a t i o n )  q u i  n ' e s t  p o s i t i f  que p o u r  

un p h é n o n  s o n t  e u x  a u s s i  é c a r t é s .  

Dans l e s  s é l e c t i o n s  3 e t  4, l ' é l i m i n a t i o n  de t r o i s  

t e s t s  r é d u i t  l e u r  nombre à 10. 

L ' a n a l y s e  n u m é r i q u e  a p p l i q u é e  à c e s  s é l e c t i o n s  2, 3 e t  

4  p r o u v e  que s i  l ' u t i l i s a t i o n  de 13 t e s t s  ( f i g .  4 )  donne e n c o r e  

un r é s u l t a t  s a t i s f a i s a n t  ( s a u f  p o u r  l e  phénon 41,  l e s  deux  v a -  

r i a n t e s  à 10 t e s t s  ne p e r m e t t e n t  p l  us l '  i n d i v i  d u a l  i s a t i o n  c o r r e c -  

t e  d e s  p h é n o n s  : c e u x - c i  p r é s e n t e n t ,  s u r  l e s  d iagrammes,  s o i t  

des c h e v a u c h e m e n t s  e n t r e  eux ,  s o i t  des h é t é r o g é n é i t é s .  Dans l e  

c a d r e  de c e t t e  a n a l y s e ,  I u t i  l i s a t i o n  de c e s  13 t e s t s  a p p a r a î t  

donc  comme une l i m i t e .  

TABLEAU 6 

Listes comparatives des tests composant les quatre sélections retenues 

lère sélection 2ième sélection 3ième sélection 4ième 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 5. 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. M G 0 0  
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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FIG. 4. Distribution des souches classées donnée par l'analyse factorielle en fonction d'une sélection de 
13 tests. . Phénon 1 ,  V phénon 2, phénon 3, 0 phénon 4, + phénon 5, phénon 6, phénon 7, V 
phénon 8. 



Le t a b l e a u  7 p e r m e t  l a  cAmpa- ra i son  des  phénons  e n  

f o n c t i o n  de I 1 u t i l i s a t i o n  de c e s  13 t e s t s ,  e t  l e  t a b l e a u  8, e n  

p r o p o s a n t  I  ' é t a b l  i s s e m e n t  d ' u n  o r d r e  h i é r a r c h i q u e  p a r m i  c e s  

t e s t s  f a c i l i t e  c e t t e  c o m p a r a i s o n .  E n f i n ,  aucune  des 35 s o u c h e s  

i n i t i a l e m e n t  non c l a s s é e s  ne p e u t  s ' i n s é r e r  dans  l ' u n  des  p r i n -  

c i p a u x  phénons  e n  app 1 i q u a n t  I ' o r d r e , c h r o n o l o g i q u e  des c r i t è r e s  

de d i f f é r e n c i a t i o n  i n d i q u é s  dans ce  d e r n i e r  t a b l e a u .  

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

Caractères Ph 1 Ph 2 Ph 3 Ph 4 Ph 5 Ph 6 Ph 7 Ph 8 

2. PISF - - - - - - - 
- - - (+1 

4. PINS + + (+) + - - - (-1 
5. PAPI + + f 

- (-1 - (-1 
6.  COXY + (+) (-1 + (-1 + 
8. PHAC - - + f + + 

- - - (-1 (-1 
10. GELA (+> + (II (-1 f 
23. UBEL (+) f + - - (-1 - + 
36. MGAA- (-1 - + (-1 f - + - + 
38. MGLT - + - f - - - - - - - - - - (1) 
40. ARGI (+> 
44. RELT (-1 (-1 + + (+> + - + 
47. COLT - - - - (-1 + - - 
48. PNH4 - - ( + )  - + (-1 (-1 + 

NOTE: t : Toutes les souches répondent positivement. 
- : Toutes les souches répondent négativement. 
f : Toutes les souches répondent positivement ou négativement dans des proportions approximativement Cgalcs. 

(<): La majorité des souches répondent positivement. 
(-1: La majorité des souches répondent nbgativemcnt. 



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

Pas d'exigences 

r nutritionnelles b Ph l 

L ~ x i ~ e n c e s  b Ph 2 
nutritionnelles 

Phosphatase + 
Exigences en AA 
Réduction du lait 1 

Bactéries Cyt. oxydase + 
à Gram- Gélatinase + 
non fermentantes NH4+ produit b Ph 5 

Lait réduit 
(Non coagulé) . 

Pigment non 

P i g m e n t é e h  Soluble Cyt. Gélatinase NH,+ Lait (Non non oxydase non coagulé) réduit - produit - , Ph 4 

Cyt. oxydase f 
Gélatinase (-) Ph 6 et NH, rarement produit - Ph , 
Réduction du lait It 

(Coagulation lr) 

LPigment  solubie - Cyt. oxydase + 
Fluorescent Arg. dihydr. + b Ph 8 

NH4+ produit 



DISCUSSION ---------- 

Les p o u r c e n t a g e s  de b a c t é r i e s  à G r a m - n é g a t i  f p r é s e n t e s  

d a n s  n o s  é c h a n t i  l  l o n s  de t e r r e  v a r i e n t  de 13 à 2 7  % e t  s o n t  compara -  

b l e s  à c e u x  que d ' a u t r e s  t y p e s  d ' a n a l y s e s  o n t  d é j à  donnés  à p a r t i r  

de s o l s  de l a  même r é g i o n  g é o g r a p h i q u e  (Soumaré  e t  B l o n d e a u ,  1 9 7 2 ) .  

En f o n c t i o n  des r e g r o u p e m e n t s  que l ' a n a l y s e  f a c t o r i e l  l e  

nous  a  p e r m i s  d ' o b t e n i r ,  i l  e s t  p o s s i b l e  d ' a n a l y s e r  c h a c u n  des p h é -  

nons .  r 

1 .  ETUDE DU PHENON 8 

Avec l e s  52 s o u c h e s  q u i  l e  c o n s t i t u e n t ,  c ' e s t  l e  phénon  

l e  p l  us i m p o r t a n t .  I  I  e s t  r e p r é s e n t é  dans  c h a c u n  des é c h a n t i  l l o n s  de 

t e r r e  a n a l y s é s ,  m a i s  p l  us p a r t i c u l  i è r e m e n t  d a n s  I  ' é c h a n t i  l I o n  E, t e r r e  

à v é g é t a t i o n  p e r m a n e n t e  s a u v a g e .  

La p r é s e n c e  d ' u n  p i g m e n t  s o l u b l e  f l u o r e s c e n t ,  d ' u n e  c y -  

t o c h r o m e  o x y d a s e ,  d ' u n e  a r g i n i n e  d i h y d r o l a s e ,  e t  l a  p r o d u c t i c n  d'am- 

m o n i a c  à p a r t i r  des p e p t o n e s  s o n t  l e s  p r i n c i p a u x  c r i t è r e s  de d i f f é r e n -  

c i a t i o n  de c e  phénon .  D ' a u t r e s  p r o p r i é t é s  l e  d é f i n i s s e n t  p l u s  e n  dé- 

t a i l  : I 1 u t i l i s a t i o n  des  a c i d e s  o r g a n i q u e s  et .  du b e n z o a t e ,  l a  r é s i s -  

t a n c e  à l a  p é n i c i l l i n e  e t  au  c h l o r a m p h é n i c o l ,  l a  c r o i s s a n c e  à 8 O C  

e t ,  e n  g é n é r a l ,  l ' o x y d a t i o n  du g l u c o s e  e t  d u  x y l o s e .  

Ces c a r a c t é r i s t i q u e s ,  a p p u y é e s  p a r  l e s  a f f i n i t é s  p r é -  

s e n t é e s  p a r  l a  souche  de r é f é r e n c e  P. 6 luo / reacenb ,  p e r m e t t e n t  d 1 a s s i -  

m i  l e r  ce  phénon  8 au  g e n r e  P ~ e u d o m o n a b  ( B r e e d ,  M u r r a y  e t  S m i t h ,  1957- 

Shewan e t  Haynes,  1 9 6 7 )  e t  même a u  g r o u p e  " f l u o r e s c e n t "  p r o p o s é  p a r  

S t a n i e r  e t  c o l l .  ( 1 9 6 6 ) .  

Shewan e t  c o l  1 .  ( 1960)  e t  Gy l  l e n b e r g  e t  Rauramaa ( 1 9 6 6 )  

s i g n a l e n t  l a  r é s i s t a n c e  à l a  p é n i c i  l l i n e  comme c a r a c t è r e  s i g n i f i c a t i f  

du  g e n r e  Pbeudomanaa. Nos p r o p r e s  r é s u i  t a t s  c o n f  i r m e n t  c e t t e  p r o p r i - '  

é t é  ; m a i s  s a n s  d o n n e r  une v a l e u r  t a x o n o m i q u e  p r i m o r d i a l e  c a r  l e s  

a u t r e s  p h é n o n s  d o n n e n t  une r é p o n s e  sembl  ab l e .  Remarquons a u s s i  que  

l a  d i s s o l u t i o n  du p h o s p h a t e  de c a l c i u m ,  t e s t  c a r a c t é r i s t i q u e  du 

" g r o u p e  f l u o r e s c e n t "  d ' a p r è s  O s t w a l  e t  B h i  de ( 19721, e s t  p o s i t i  f 

p o u r  2 8 , 8  % des  s o u c h e s  du phénon  8 .  



2 .  ETUDE D U  PHENON 3 

S i  l a  p o s i t i o n  t a x o n o m i q u e  du phénon  p r é c é d e n t  

n ' a  p a s  p o s é  de p r o b l è m e s  t r è s  p a r t i c u l  i e r s ,  l e  c a s  des  4 1  

s o u c h e s  du phénon 3 e s t  p l u s  d é l i c a t  é t a n t  donné q u ' a u c u n e  

s o u c h e  de r é f é r e n c e  n ' y  e s t  i n c l u s e .  

Ces s o u c h e s  p r é s e n t e n t  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  s u l -  

v a n t e s  : absence  de p i g m e n t ,  de c y t o c h r o m e  o x y d a s e  e t  d l u r é a s e  ; 

irnmobi l i t é  ; p r é s e n c e  d ' u n e  g é l a t i n a s e ,  d ' u n e  p h o s p h a t a s e  e t  

d ' u n e  l i p a s e  ; u t i l i s a t i o n  des a c i d e s  o r g a n i q u e s  e t  du  b e n z o a t e ;  

r é s i s t a n c e  à l a  p é n i c i l l i n e ,  au c h l o r a m p h é n i c o l ,  au  l a u r y l  

s u l f a t e  ; e n f i n  e x i g e n c e  en a c i d e s  a m i n é s  e t  r é d u c t i o n  d u  l a i t .  

Remarquons a u  s u j e t  de l a  p i g m e n t a t i o n  que l e  t a b l e a u  4 i n d i q u e  

l a  p r o d u c t i o n  de p i g m e n t s  s o l u b l e s  n o n  f l u o r e s c e n t s  p o u r  c e r -  

t a i n e s  souches  du phénon  3.  En r é a l i t é ,  a p r è s  un examen p l u s  

a p p r o f o n d i ,  i l s e m b l e  que l a  c o l o r a t i o n  b r u n â t r e  a p p a r a i s s a n t  

d a n s  l e  m i  l i e u  de c u l t u r e  s o i t  p l u t ô t  l a  conséquence  d ' u n e  m o d i -  

f i c a t i o n  c h i m i q u e  de c e l u i - c i  p r o v o q u é e  p a r  c e s  germes.  

Compte t e n u  des c a r a c t é r i s t i q u e s  é n o n c é e s  p r é c é -  

demment, i l  e s t  p o s s i b l e  de c o m p a r e r  l e s  s o u c h e s  du phénon  3 a u x  

A c i n e X o b a c t e n ,  g e n r e  p r o p o s é  p a r  B r i s o u  e t  P r é v o t  (19541 ,  m o d i -  

f i é  p a r  S t e e l  e t  Cowan (19641 ,  r a s s e m b l a n t  des  b a c t é r i e s  Immo- 

b i  l e s  ne p o s s é d a n t  p a s  de c y t o c h r o m e  o x y d a s e ,  de f a ç o n  à l e s  

d i f f é r e n c i e r  des  Achkomabac teh ,  m o b i l e s  ( B r i s o u  e t  P r é v o t ,  1954)  

e t  d e s  M o k a x e l l a ,  p o s s é d a n t  une c y t o c h r o m e  o x y d a s e  ( J u n i  1972- 
- ,  

Samuels ,  F ' i t t rnan,  T a t u m  e t  C h e r r y  1972  - Ç t e e l  e t  Cowan 1 9 6 4 ) .  

' Les  p r o p r i  é t é s  g é n é r a l e s  des  b a c t é r i e s  de c e  phénon 

p r é s e n t e n t  en e f f e t  d e s  a n a l o g i e s  a v e c  l a  souche  t y p e  A .  
a n i t t a ; t u d  ( B r i s o u ,  1957)  p r i m i t i v e m e n t  a p p e l é e  &rcXekiurn a n i t h a t u m  

Schaub e t  Hauber ,  e t  a n a l y s é e  p a r  Hugh e t  Reese a i n s i  q u ' a v e c  

l e s  A c i n e t o b a c X e t  é t u d i é s  p a r  d ' a u t r e s  a u t e u r s  (Bauman, Doudo- 

r o f f  e t  S t a n i e r ,  1968 - G i  l a r d i ,  1969 e t  1971 - T h o r n l e y ,  1 9 6 7 ) .  

Cependan t  c e r t a i n s  c r i t è r e s  l e s  d i f f é r e n c i e n t  : 

n o n  s e u l e m e n t  l a  p r o d u c t i o n  de n i t r i t e s  d é c e l a b l e  p o u r  un t i e r s  

de s o u c h e s ,  m a i s  a u s s i  I ' a c t i v i t é  p r o t é o l y t i q u e  e t  s u r t o u t  l e s  



e x i g e n c e s  n u t r i t i o n n e l  l e s .  La  g é l a t  i n a s e  e s t  e n  e f f e t  p r o d u i t  

p a r  40 s o u c h e s  e t  l e  b e s o i n  e n  a c i d e s  a m i n é s  c a r a c t é r i s e  l e s  

4 1  so.uches a l o r s  que l e s  A c i n e X o b a c ~ e h ,  h a b i t u e l  l e m e n t ,  p r o -  

1 i f è r e n t  s u r  des  m i  l  i e u x  t r è s  s i m p l e s  ( J u n i  1972, Sne l  l  e t  

Lapage, 1973, Warskow e t  Jun i, 1 9 7 2 ) .  

Ces p a r t i c u l a r i t é s  n e  p e r m e t t a n t  p a s  de p r é c i s e r  

. l a  p o s i t i o n  t a x o n o m i q u e  e x a c t e  des  souches ,  des  r e c h e r c h e s  

c o m p l è m e n t a i r e s  d e v r o n t  ê t r e  e n v i s a g é e s .  De c e  f a i t  i l  e s t  

u t i  l e  de d é f i n i r  une souche t y p e ,  r e p r é s e n t a t i v e  du phénon .  

G r â c e  à l a  mé thode  d l a n a l y s e  f a c t o r i e l l e ,  c e t t e  souche e s t  

f a c i  l e  à d é s i g n e r  ; c ' e s t  ce1  l e  q u i  d o i t  se s i t u e r ,  dans  l e s  

d i  f f é r e n t s  d iag rammes ,  a u  c e n t r e  d e s  p r o j e c t i o n s  r e l a t i v e s  

a u  phénon 3 .  1 1  f a u t  é g a l e m e n t  que s e s  p r o p r i é t é s  c o r r e s p o n -  

d e n t  a u x  c a r a c t è r e s  r e p r é s e n t a t i f s  du  phénon ,  dans  l e u r  t o t a -  

i i t é .  C ' e s t  l a  s o u c h e  C 17, d o n t  l e  s y m b o l e  s u r  l e s  d iagramme 

e s t  e n c a d r é  ( f i g u r e s  1 e t  2 )  q u i  a  é t é  c h o i s i e .  Sa f i c h e  

s i g n a l é t i q u e  e s t  résumée d a n s  l e  t a b l e a u  9 .  

, TABLEAU 9 

Fiche signalétique de la souche type Cl7 du phénon 3 

1. MOBI - 20. UACE + 37. MGVI - 
5. PAPI + 21. USUC + 38. MGLT - 
6. COXY - 23. UBEL + 40. ARGI - 
7. UREA - 24. RPEN + 41. CET0 - 
8. PHAC + 25. RCHL + 42. NITR + 
9. CATA + 26. RSTR + 43. CSH2 - 

10. GELA + 27. NA3P + 44. RELT + 
11. PAMY - 29. NA06 - 45. ALLT - 
12. PDNA + 31. CT04 - 46. ACLT - 
13. DICA - 32. CT08 - 47. COLT - 
14. PLIP + 33. CT37 + 48. PNH4 + 
16. GOXL - 34. RSLS + 49. INDO - 
17. ACXY - 35. M G 0 0  - 50. DELY - 
18. ACSA - 36. MGAA + 51. DNIT - 
19. UCIT + 

3 .  ETUDE DES PHENONS 1 e t  2  

1 I s  p r é s e n t e n t  e n t r e  e u x  c e r t a i n e s  a f f i n i t é s  

e t  r e g r o u p e n t ,  a v e c  l e  phénon  3, 1 ' e n s e m b l e  des  souches  non  

p i  g m e n t é e s .  

L e s  s o u c h e s  du phénon 1, q u i  s o n t  g é n é r a l e m e n t  

mob i l e s  e t  p o s s è d e n t  une c y t o c h r o m e  o x y d a s e ,  m a i s  p a s  de 

p h o s p h a t a s e  n i  de g é l  a t  i n a s e  e t  l i p a s e ,  s o n t  b i e n  d i s t i n c t e s  



de c e 1  l e s  du p h é n o n  3. En f o n c t i o n  des  i n d i c a t i o n s  données  

d a n s  l e  " B e r g e y ' s  M a n u a l "  ( 6 r e e d ,  M u r r a y  e t  S m i t h - 1 9 5 7 )  e t  

des p r é c i s i o n s  de H e n d r i e  e t  c o l  1 .  ( 1 9 6 4 1 ,  e l  l e s  p e u v e n t  ê t r e  

a s s i m i  i é e s  a u  g e n r e  Achkomobackek. Le p o u v o i  r d é n i t r i f i a n t  

des b a c t é r i e s  c l a s s é e s  d a n s  l e  g e n r e ,  s i g n a l é  p a r  Moore  e t  

P i c k e t t  ( 1 9 6 0 1 ,  e s t  d ' a i l l e u r s  p r é s e n t  c h e z  70 '$ de n o s  s o u c h e s  

mai s  t o u t e s  s o n t  c a t a  1 a s e  n é g a t  i ve c o n t r a  i r e m e n t  a u x  d o n n é e s  

de Huah ( 1 9 7 0 ) .  

Q u a n t  a u x  s o u c h e s  du  phénon  2, e l  l e s  n e  se 

d i s t i n g u e n t  p r a t i q u e m e n t  de ce1 l e s  du phénon  p r é c é d e n t  que  p a r  

l e d r  c o m p o r t e m e n t  v i s - à - v i s  des  s u c r e s  ( t o u t e s  o x y d e n t  l e  

g l u c o s e ,  m a i s  p a s  l e  x y l o s e  n i  l e  s a c c h a r o s e )  e t  l e u r s  e x i g e n c e s  

n u t r i t i o n n e l  l e s  p a r t i c u l  i è r e s .  

4 .  ETUDE DES PHENONS 4, 5, 6' e t  7  

Au p o i n t  de vue de l e u r  i m p o r t a n c e  n u m é r i q u e ,  c e  

s o n t  d e s  p h é n o n s  m i n e u r s ,  d ' a u t a n t  p l u s  q u '  i 1s ne s o n t  r e p r é -  

s e n t é s  qde  d a n s  c e r t a i n s  é c h a n t  i 1 1 o n s  de t e r r e .  La p i g m e n t a t i o n  

l e u r  e s t  commune : j a u n e  p o u r  l e s  p h é n o n s  5, 6  e t  7, j a u n e  o u  

r o s e  p o u r  l e  p h é n o n  4 .  

L e s  r e l a t i o n 5  t a x o n o m i q u e s  de c e s  p h é n o n s  a v e c  l e s  

g e n r e s  b a c t é r i e n s  b i e n  d é f i n i s  s o n t  t r è s  dé.1 i c a t e s  compte  t e n u  

de l ' a b s e n c e  de n o m e n c l a t u r e  c o r r e c t e  e t  des  d i f f i c d l t é s  q u e  

l e s  r e c h e r c h e s  r é c e n t e s  d a n s  c e  doma ine  sou1  i g n e n t  (Bean  e t  

E v e r t o n ,  1969 - G a v i n i ,  1972 - McP4eekin , S t e i . j a r t  e t  M u r r a y ,  

P o u r  l e  p h é n o n  5 c e p e n d a n t ,  l a  p r é s e n c e  de l a  

souche  de r é f é r e n c e  F .  meningesep2icurn f a c i  1 i t e  l e  r a t t a c h e m e n t  

des s o u c h e s  à c e  g e n r e  q u o i q u e  c e r t a i n s  t e s t s  : l a  p r o d u c t i o n  

de l i p a s e ,  I ' u t i l i ~ a t i o n  du  b e n z o a t e  e t  l ' a c t i o n  s u r  l e  l a i t  

d o n n e n t  des  r é a c t i o n s  c o n t r a i r e s .  L ' o r i g i n e  c l  i n i q u e  de c e t t e  

souche  ( B u t t i a u x  e t  V a n d e p i t t e ,  1 9 6 0 )  p e u t  e x p  1 i q u e r  c e s  

d i  f f é r e n c e s .  

P o u r  . l e s  a u t r e s  phénons ,  i 1 '  e s t  t r è s  d i  f f  i c i  l e  de 

t i r e r  d e s  c o n c l u s i o n s .  L e s  p h é n o n s  6  e t  7  s o n t  p e u t - ê t r e  a s s e z  



p r o c h e s  du g e n r e  Xanthomonan,  m a i s  X. v a h c u l o n u m  r e s t e  a s s e z  é l o i  

gnée s u r  l e s  d iag rammes .  

E n f i n ,  en  c e  q d i  c o n c e r n e  l e s  s o u c h e s  non c l a s s é e s ,  

e l  l e s  s o n t  r e p r é s e n t é e s ,  s u r  l e s  d iag rammes ,  dans  une zône  p r o c h e  

de l ' o r i g i n e  ( O R )  p o u r  l a  p l u p a r t ,  c e  q u i  p e r m e t  de p e n s e r  q u ' e l  l e  

c o r r e s p o n d e n t  à d e s  i n t e r m é d i a i r e s  e n t r e  l e s  p h é n o n s  é t a b l  i s .  Rema 

q u o n s  a u s s i  que  A. t u r n e d a c i e n h  e t  R. Zt.lboLi.i ne  s o n t  i n c l  u s e s  

dans  a u c u n  phénon .  L e u r  d e n s i t é  d a n s  l e s  s o l s  e s t  p r o b a b l e m e n t  t r è  

d é p e n d a n t e  de l a  n a t u r e  de l a  v é g é t a t i o n .  



C O N C L U S I O N  

C e t t e  é t u d e  a  m o n t r é  que p a r m i  l e s  b a c t é r i e s  à 

G r a m - n é g a t i f  ne  f e r m e n t a n t  p a s  l e s  s u c r e s ,  d e u x  g r o u p e m e n t s  

d o m i n e n t  d a n s  l e  s o l  : d ' u n e  p a r t  l e s  Pseudomonas de t y p e  

f l u o r e s c e n t  d o n t  on a  s o u v e n t  s i g n a l é  l a  p r é s e n c e  dans c e  

1 i e u ,  e t  d ' a u t r e  p a r t  des germes p r é s e n t a n t  des  a f f i n i t é s  

p h é n o t y p i q u e s  a v e c  l e s  A c i n e t o b a c t e r ,  h a b i t u e l  l e m e n t  t r o u v é s  

d a n s  l e s  a n a l y s e s  a 1 i m e n t a i r e s . o ~  m é d i c a l e s .  

En c e  q u i  c o n c e r n e  l e s  b a c t é r i e s  p i g m e n t é e s  à 

p i g m e n t  non  s o l u b l e ,  l ' a n a l y s e  n u m é r i q u e  n e  p e r m e t  pas de 

c o n c l u r e  é t a n t  donné que ce1 l e s - c i  n e  r e p r é s e n t e n t  que 17 % 
des  s o u c h e s  c l a s s é e s .  I 1 c o n v i e n d r a i t  donc ,pou r  c e t t e  s e u l e  

c a t é g o r i e  de germes t e l l u r i q u e s ,  d ' e n t r e p r e n d r e  une n o u v e l  l e  

a n a l y s e  n u m é r i q u e  à p a r t i r  d ' u n e  c o l l e c t i o n  p l u s  i m p o r t a n t e  

de germes.  

N o t r e  i n t é r ê t  se p o r t e  en p r i o r i t é  s u r  l e  g r o u p e m e n t  

n o n '  i d e n t i f i é  : l e  phénon 3, d o n t  nous  a v o n s  d é f i n i  une souche-  

t y p e ,  r e p r é s e n t a t i v e  de I  l e n s e m b l e  de c e  p h é n o n .  Le c a l c u l  du  

c o e f f i c i e n t  de Shap i r o - C h a r g a f f  nous  p e r m e t t r a  de p r é c i s e r  

é v e n t u e l  l e m e n t  l a  p a r e n t é  de c e s  germes p a r t i c u l  i  e r s  a v e c  l e s  

A c i n e t o b a c t e r  ( P i n t e r  e t  de Ley ,  1 9 6 9 )  ou  de l e s  r a t t a c h e r  à 

un a u t r e  g r o u p e m e n t  b a c t é r i e n .  



DEUXIEM E PARTIE 

ETUDE P A R T I C U L I E R E  DU PHENON 3 : 

CALCUL DU C O E F F I C I E N T  DE SHAPIRO - CHARGAFF 



N T R O D U C T  I O N  - 

L e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  des  A.D.N. b a c t é r i e n s  f o u r -  

n i  s s e n t  g é n é r a l e m e n t  une a i d e  p r é c i e u s e  p o u r  l e s  t a x o n o m i  s t e s ,  

t o u t  a u  m o i n s  q u a n d  e l  l e s  s o n t  a s s o c i é e s  a u x  d e s c r i p t i o n s  

m o r p h o l o g i q u e s ,  p h y s i o l o g i q u e s  e t  b i o c h i m i q u e s .  

D e p u i s  l e s  t r a v a u x  de CHARGAFF e t  c o l l .  en  1955 

p o r t a n t  s u r  un g r a n d  nombre  d'A.D.N. d ' o r i g i n e s  d i f f é r e n t e s ,  

on  s a i t  e n  e f f e t  que c e r t a i n s  r a p p o r t s  e n t r e  l e s  b a s e s ,  t e l s  

que - A , - , s o n t  c o n s t a n t s  a l o r s  q u e  d ' a u t r e s  comme A + T 
T C G + C  

v a r i e n t  a v e c  l e s  ADN ( A = a d é n i n e ,  T = t h y m i n e ,  G = g u a n i n e ,  

C = c y t o s i n e ) .  Ce r a p p o r t ,  a p p e l é  c o e f f i c i e n t  de SHAPIRO- 

CHARGAFF, p e u t  a u s s i  s ' e x p r i m e r  e n  nombre  de m o l é c u l e s  de 

g u a n i n e  + c y t o s i i l e  p o u r  100 m o l é c u l e s  d'A.D.N. (GC $ 1 .  

P a r  l a  s d i t e ,  d l a d t r e s  c h e r c h e u r s  r é p e r t o r i é s  p a r  

JONES E T  SNEATH en 1970, o n t  d i s c u t é  l a  s i g n i f i c a t i o n  t a x o n o -  

m i q u e  de ce  c o e f f i c i e n t  e t  a c t u e l  l e m e n t  o n  e s t  a s s u r é  q u '  i l 

a  une v a l e u r  c a r a c t é r i s t i q u e  de I  ' e s p è c e .  Ce s o n t  l e s  d i f f é -  

r e n c e s  e n t r e  l e s  $ GC q u i  s o n t  l e s  p l u s  s i g n i f i c a t i v e s ,  p u i s -  

q a ' e l  l e s  i n d i q u e n t  des  d i f f é r e n c e s  g é n o m i q u e s  i m p o r t a n t e s .  

P a r  c o n t r e  des  % GC v o i s i n s  ne t r a d u i s e n t  pas  à p r i o r i  d e s  

génomes p r o c h e s  (DE LEY, 1 9 6 9 ) .  A u s s i  l e  c o e f f i c i e n t  de 

SHAPI RO-CHARGAFF n e  p e u t -  i l que comp l  è t e r  dne é t u d e  t a x o n o -  

m i q u e  e t  p a r f o i s  des  é t u d e s  p l u s  f i n e s  s o n t  n é c e s s a i r e s  p o u r  

m e t t r e  en  é v i d e n c e  l a  p a r e n t é  o u  l a  d i s s e m b l a n c e  dans l e s  

s é q u e n c e s  de d e u x  A.D.N.. 

L ' u t i l i s a t i o n  du  c o e f f i c i e n t  de SHAPIRO-CHARGAFF 

p r é s e n t e  p o u r  n o u s  un i n t é r ê t  d a n s  l a  mesure  où l e s  c a r a c -  

t é r i s t i q u e s  p h é n o t y p i q u e s  s o n t  i n s u f f i s a n t e s  p o u r  p e r m e t t r e  

d ' a f f i r m e r  l a  p a r e n t é  du  phénon  3 a v e c  un g e n r e ,  v o i r e  même, 

une e s p è c e  b a c t é r i e n n e  c o n n u e .  



Ce c o e f f i c i e n t  e x p r i m e  une c o m p o s i t i o n  n u c l é o t i d i q u e  

q u i  p e u t  ê t r e  d é t e r m i  née i n d i  r e c t e m e n t  o u  d i  r e c t e m e n t  p a r  I  ' h y -  

d r o l y s e  de 1 'A.D.N. s u i v i e  d ' u n e  c h r o m a t o g r a p h i e  des  b a s e s ,  

t e c h n i q u e  emp l o y é e , p a r  exemp l e l  p a r  ROMOND ( 1 9 6 5 ) .  Une ana  l y s e  

c h i m i q u e  p e r m e t  une p r é c i s i o n  d ' e n v i r o n  0,5 $ s u r  l e s  $ GC 

(QUETIER, 1 9 7 0 ) .  L e s  mé thodes  i n d i r e c t e s  l e s  p  l u s  e m p l o y é e s  

s o n t  b a s é e s  s u r  : 

- 1 ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  en  g r a d i e n t  de d e n s i t é  CsCI 

(SCHILDKRAUT e t  c o l  1 .  1962 )  

- l ' a n a l y s e  s p e c t r a l e  (HIRSCHMAN e t  c o l  1 .  1966 )  

- l a  d é n a t u r a t i o n  t h e r m i q u e  ( M A R M U R  e t  DOTY, 1 9 6 2 )  

S i g n a  I o n s  é g a l  emen t  d ' a u t r e s  m é t h o d e s  m o i n s  communément u t i -  

l  i s é e s  : 

- l a  d é n a t d r a t i o n  a l c a l i n e  (FREDERICQ e t  c o l  1 .  1961)  

- l a  d é t e r m i n a t i o n  s p e c t r o s c o p i q u e  du p o u r c e n t a g e  

r e l a t i f  de I ' a d é n i n e  r é a g i s s a n t  v i s - à - v i s  

d ' a g e n t s  b r o m i n a n t s  (WANG et '  c o l  1 .  1964 )  

Ne d i s p o s a n t  p a s  d ' u l t r a c e n t r i f u g e u s e  a n a l y t i q u e ,  

n o u s  a v o n s  é l  i m i n é  l a  p r e m i è r e  mé thode  b i e n  q u ' e l  l e  p r é s e n t e  

de nombreux  i n t é r ê t s , c a r  l 'A .D .N .  é t u d i é  ne n é c e s s i t e  p a s  une 

g r a n d e  p u r e t é  e t  de p e t i t e s  q u a n t i t é s  s u f f i s e n t  ; de p l u s  c e t t e  

t e c h n i q u e  p e r m e t  de d é c e l e r  d ' é v e n t u e l s  ADN s a t e l  1 i t e s .  

P o u r  l ' a n a l y s e  s p e c t r a l e ,  une  p u r i f i c a t i o n  de l 'ADN 

a u  p h é n o l  e s t  i n d i s p e n s a b l e .  

 bus a v o n s  c h o i s i  l a  d é n a t u r a t i o n  t h e r m i q u e ,  mé thode  

b i e n  connue  p o u r  l a q u e l  l e  l ' e x t r a c t i o n  de l 'ADN s e l o n  l e  p r o c é -  

dé MARMUR ( 1961 - s a n s  p h é n o l  - donne d e s  r é s u l t a t s  c o n v e n a b l e s .  

E l  l e  c o n s i s t e  à c h a u f f e r  p r o g r e s s i v e m e n t  I f  A.D.N. en  s o l u t i o n  

j u s q u l à  r u p t u r e  des  p o n t s  h y d r o g è n e  r e  1 i a n t  l e s  b a s e s ,  l a  

m o l é c u l e  d'A.D.N. se  s c i n d a n t  en  deux  c h a î n e s  m o n o h é l i c o T d a l e s .  

Les  a c i d e s  n u c l é i q u e s  en s o l u t i o n  d a n s  un tampon  de 

pH 7 a b s o r b e n t  f o r t e m e n t  l e s  r a y o n s  U.V. de 230  à 290 nm d u  

f a i t  de l a  s t r u c t u r e  c y c l  i q u e  d e s  m o l é c u l e s  e t  d e s  d o u b l e s  

l  i a i s o n s  c o n j u g u é e s  des  b a s e s .  P r é c i s o n s  que l e  maximum d 1 a b -  

s o r b a n c e  se  s i t u e  v e r s  258-260 nm, l e  min imum à 2 3 0  nm e t  l a  



d e n s i t é  o p t i q u e  e s t  p r a t i q u e m e n t  n u l  l e  à 300 nrn. L o r s q u e  

I1A .D .N .  e s t  d é n a t u r é ,  son a b s o r b a n c e  à 260  nm augmente  

j u s q u l à  e n v i r o n  4 0  $ p a r  r a p p o r t  à c e 1  l e  de 1 'A.D.N. n a t i f  

( H I L L ,  1 9 6 8 ) .  O r ,  l a  t e m p é r a t u r e  p r o v o q u a n t  l a  d é n a t u r a t i o n  

e s t  f o n c t i o n  de l a  c o m p o s i t i o n  en b a s e s  de I IA .D.N.  e t  de  l a  

f o r c e  i o n i q u e  du s o l v a n t  d a n s  l e q u e l  i l e s t  d i s s o u s  ; s i  b i e n  

q u ' o n  p e u t  e n  d é d u i r e  l e  $ GC de I IA.D.N.  c o n s i d é r é .  



MATER1 EL ET TECHN I  QUES 

1 .  SOUCHES EMPLOYEES ET CONDITIONS DE CULTURE 

Les s o u c h e s  du phénon  3  o n t  é t é  r e p i q u é e s  s y s t é m a -  

t i q u e m e n t  s u r  mi  l  i e u  g é l o s e  à I  ' e x t r a i t  de l e v u r e  ( D i f c o )  

r é p a r t i  en t u b e s  i n c l  i n é s  en r e s p e c t a n t  un d é l a i  d ' e n v i r o n  

2  m o i s  e n t r e  c h a q u e  r e p i q u a g e .  Compte t e n u  de son i n t é r ê t  

m e n t i o n n é  dans  l e  c h a p i t r e  p r é c é d e n t ,  c ' e s t  l a  s o u c h e  C 1 7  

q u i  e s t  s o u m i s e  en p r i o r i t é  a u x  a n a l y s e s .  Cependan t ,  q u e l q u e s  

a u t r e s  s o u c h e s  de c e  phénon o n t  a u s s i  é t é  é t u d i é e s  e t  o n t  é t é  

c h o i s i e s  de f a ç o n  à c e  que, d ' u n e  p a r t  e l  l e s  s o i e n t  d i f f é -  

r e n t e s  de C 1 7  e t  d ' a u t r e  p a r t ,  e l  l e s  a i e n t  e n t r e  e l  l e s  a u  m o i n s  

un d e s  49 c a r a c t è r e s  p h é n o t y p  i q u e s  d i f f é r e n t .  

P a r t i c u l a r i t é s  des  s o u c h e s  a t  i l i s é e s  p a r  r a p p o r t  à C  . 17 ' 

- A 3  
: PISM+ ; CATA- ; CT37- 

- A 4  
: C O X Y +  ; PNH4- ; NITR-  ; PDNA- ; GOXL+ 

- Bl l  
: NITR-  ; CT37- 

- '28 
: PISM+ ; CATA- 

- D 1 l  
: COXY+ ; PNH4- ; NITR- ; CATA- ; PDNA- ; GELA- 

- F 2 8  : GOXL+ 

- G9 : DELY+ ; N ITR- ; CATA- ; PDNA- ; GOXL+ 

e t  e n f i n  C Z 0  comme e x e m p l e  de s o u c h e  d o n t  t o u s  l e s  c a r a c t è r e s  

s o n t  i d e n t i q u e s  à C 1 7 .  

Q u a t r e  s o u c h e s  de r é f é r e n c e  o n t  a u s s i  é t é  a j o u t é e s  : 

- B a c t e r i u m  a n i t r a t u m ,  ATCC 19.606,  c o d i f i é e  B.A.S. 

- Xan thomonas  v a s c u l o r u m ,  C I P  6372,  I I  X.A.V. 

- A g r o b a c t e r i  um r h  i z o g e n e s ,  ATCC 13.332,  " A.G.R. 

- Pseudomonas m a l t o p h i l  i a ,  ATCC 13.637,  l 1  P.S.M. 

A f i n  d ' o b t e n i r  u n  mei l l e u r  r e n d e m e n t  e n  A.D.N. f i n a l  p o u r  c e s  

s o u c h e s ,  à p a r t i r  d ' u n  m i l i e u  m i n é r a l  de base  (MFIB) n o u s  a v o n s  

é t u d i é  I  ' i n f l u e n c e  de d i v e r s e s  s o ü r c e s  de c a r b o n e  e t  d ' é n e r g i e  

s u r  l a  c r o i s s a n c e  b a c t é r i e n n e .  



Ces e x p é r i e n c e s  o n t  é t é  e n t r e p r i s e s  e n  e m p l o y a n t  

comme b a c t é r i e  l a  s o u c h e  C e t  l e  m i  l i e u  de OWENS e t  KEDDIE ' 
17 

comme MMB, d o n t  l a  c o m p o s i t i o n  e s t  l a  s u i v a n t e  : 

- (NH412 S04 ...................... 0 ,5  g  

- K2HP04 ........................... 1,04 g  

- KH2P04 ........................... 0,75 g  

- CaCI2  ............................ 0,025 g  

- MgS04, 7H20 ...................... 0,2 g  

- NaCl ............................. 0 , l  g  

- T r a c e s  de m é t a u x  : 

..... E.D.T.A. 5  g / l  1 

ZnS04, 7H20 ........... 2,2 g / l  1 
1 ........... MnS04, 7H20 0,57 g / l  1 

FeS04, 7H20 ........... 0,5 g/  1 ) 3 m l  
1 

I H20 d i s t i l l é e  ......... 1000 m l  

pH a j a s t é  à 6  a v e c  KOH 1 

...................... - H20 d i s t i l l é e  1000 m l  

Ce m i  l i e u  l  i q u i d e ,  d o n t  l e  pH e s t  a j u s t é  à 6,8, 

e s t  a d t o c l a v é  p e n d a n t  20 mn à 120°C, a p r è s  a v o i r  é t é  r é p a r t i .  

Nous l ' a v o n s  c o m p l é t é  de 4  m a n i è r e s  d i f f é r e n t e s  : 

- m i  1 i e u  A : MMB 

....................... + G l u c o s e  (R .A .L . )  4 g /1  

. ............. + E x t r a i t  de l e v u r e  ( D i f c o )  4  g / l  

- M i  l i e u  B  : MMB 

+ G l u c o s e  (R .A .L . )  ...................... 4  g / l  

.. + Casami n o a c i d e s  s a n s  v i t a m i n e s  ( D i  f c o ) .  4  g / l  

- M i  l i e u  C  : MMB 

+ a c é t a t e  de s o d i d m  t r i h y d r a t é  ( P r o l a b o ) . .  4 g / l  

+ e x t r a i t  de l e v u r e  ( D i f c o )  .............. 4  g / l  

- M i  l i e u  D  : MMB 

+ a c é t a t e  de s o d i u m  t r i h y d r a t é  ( P r o l a b o ) .  . 4 g / l  

+ c a s a m i n o a c i d e s  s a n s  v i t a m i n e s  ( D i  f c o ) .  .. 4 g / l  



Ces s u b s t a n c e s  comp 1 è m e n t a i  r e s  s o n t  i n t r o d u i  t e s  

s é p a r é m e n t  d a n s  l e  m i  l i e u  m i n é r a l  de b a s e  (PvIMB) s t é r i l e  a p r è s  

un a u t o c l a v a g e  à 1 10°C p e n d a n t  2 0  m i n u t e s .  L ' a c é t a t e  de s o d l u m  

t r i  h y d r a t é  e s t  p r é c o n i s é  p o u r  l a  c r o i s s a n c e  des A c i n e t o b a c t e r  

p a r  WARSKOW e t  JUNI ( 1 9 7 2 )  e t  BAUMAN e t  c o l  1 .  ( 1 9 6 8 ) .  

P o u r  p r é p a r e r  l e s  i n o c u l u m s ,  o n  u t i l i s e  des e r l e n s  

c o n t e n a n t  100 m l  de chaque  m i  l  i e u  l  i q u i d e  c o m p l e t ,  ensemencé 

à p a r t i r  d ' u n e  c u l t u r e  j e u n e  e n t r e t e n u e  s u r  m i  l i e u  g é l o s é .  

A p r è s  24 h e u r e s  d '  i n c u b a t i o n  à 2e°C, l e s  i n o c u l  ums p e r m e t t e n t  

I  'ensemencement  des m i  l i e u x  de c u l t u r e  q u i  s o n t  r é p a r t i s  d a n s  

des  b a l  I o n s  c o n t e n a n t  1 I  de m i  l i e u .  P e n d a n t  1 ' i n c u b a t i o n  q u i  

se d é r o u l e  à 28OC s u r  t a b l e  d ' a g i t a t i o n ,  n o u s  r e l e v o n s  l e s  

d e n s i t é s  o p t i q u e s  a p r è s  19 h . ,  2 7  h .  e t  5 4  h .  

L e s  r é s ü l t a t s  o b t e n u s  i n d i q u e n t  que l e  m i  l i e u  B 

donne l e s  mei 1 l e u r s  r e n d e m e n t s  d è s  19 h .  de c u l t u r e .  C ' e s t  

donc  l e  g l u c o s e  e t  l e s  c a s a m i n o a c i d e s  q u i  s o n t  r e t e n u s  p o u r  

c o m p l è m e n t e r  l e  MMB. 

2 .  EXTRACTION DE LIA.D.N. BACTERIEN 

La t e c h n i q u e  de MARMUR ( 1961 a  é t é  u t  i l  i sée a v e c  

q u e l q u e s  p e t i t e s  modi f  i c a t i o n s  n é c e s s i t é e s  p a r  des  d i  f f  i c u l t é s  

r e n c o n t r é e s  a v e c  nos  s o u c h e s .  

A p a r t i r  d ' u n  i n o c u l u m  de 100 ml de m i  1 i e u  B, c h a q u e  

s o u c h e  a n a l y s é e  e s t  i n c u b é e  d a n s  3 1 du  même m i l i e u  d a n s  d e s  

b a l l o n s  a g i t é s  p e n d a n t  19 h  à 28OC. 

C e t t e  c u l t u r e  e s t  e n s u i t e  c e n t r i f u g é e  p e n d a n t  20  mn. 

( c e n t r i f u g e u s e  1 .E.C. -modè le  PR 6000-  4 0 0 0  t o u r s / m n .  - 
t e m p é r a t u r e  10°C) .  Le c u l o t  b a c t é r i e n ,  r e p r i s  e t  l a v é  e n  

l e  m e t t a n t  en  s u s p e n s i o n  dans une s o l u t i o n  s a l i n e  - E.D.T.A. 

de pH8 (NaC l  0,15 M e t  E.D.T.A. 0,01 Ml - à r a i s o n  de 5 0  m l  

p o u r  2  à 3 g. de  c u l o t ,  e s t  à n o u v e a u  c e n t r i f u g é  dans  l e s  mêmes 

c o n d i t i o n s .  Les  c e 1  1 u l e s  l a v é e s ,  r e m i s e s  en  s u s p e n ç i o n  d a n s  

c e t t e  même s o l u t i o n  s a l i n e  - E.D.T.A. d a n s  l e s  p r o p o r t i o n s  de 

25 m l .  p o u r  2 à 3 9 .  de c e l l u l e s ,  s o n t  e n s u i t e  l y s é e s  p a r  2 m l  

de l a u r y l  s u l f a t e  de s o d i u m  à 25 % q u ' o n  . l a i s s e  a g i r  p e n d a n t  

10 mn a u  b a i n - m a r i e  à 60°C. 



L o r s q u e  l a  s u s p e n s i o n  e s t  r e v e n u e  à l a  t e m p é r a t u r e  

du  l a b o r a t o i r e ,  5  ml de p e r c h l o r a t e  de s o d i u m  5  M y  s o n t  

a j o u t é s .  

Une p r e m i  è r e  d é p r o t é i n i s a t i o n  e s t  a l o r s  e f f e c t u é e  

e n  a g i t a n t  f e r m e m e n t  l e  t o u t  a v e c  un vo lume é g a l  d ' u n  m é l a n g e  

de c h l o r o f o r m e  e t  d ' a l c o o l  i s o - a m y l i q u e  ( 2 4  v . / l  v . )  p e n d a n t  

15 mn a u  m o i n s .  L ' é m u l s i o n  e s t  e n s u i t e  c e n t r i f u g é e  ( c e n t r i f u -  

geuse S o r v a l  1 - 10400  g - d u r é e  10 mn. - t e m p é r a t u r e  2 5OC). 

La phase  s u p é r i e u r e  aqueuse  e s t  r e p r i s e .  On y  v e r s e  doucemen t  

l ' é q u i v a l e n t  de 2  v o l u m e s  d ' é t h a n o l  95' f r o i d  e t  o n  o b t i e n t  

l a  p r é c i p i t a t i o n  des  a c i d e s  n u c l é i q u e s .  I l s  s o n t  p r é l e v é s  p a r  

e n r o u l e m e n t  s u r  une b a g u e t t e  de v e r r e  e t  d i s p e r s é s  dé1 i c a t e m e n t  

dans une s o l u t i o n  sa1 i n e - c i t r a t e  d i  l  uée (SSC x 0 , 1 )  de p H  7 

o b t e n u e  à p a r t i r  d ' u n e  s o l u t i o n  s a l i n e  c i t r a t e  s t a n d a r d  (SSC) 

de pH 7 + - 0,2 ( N a C l  0,15 M e t  c i t r a t e  de s o d i u m  0,015 !JI). La 

s o l  u t i o n  e s t  a l o r s  a j u s t é e  a p p r o x i m a t i v e m e n t  à l a  c o n c e n t r a t i o n  

de S S C  s t a n d a r d  e n  a j o u t a n t  de l a  SSC x  10. 1 1  f a u t  r e m a r q u e r  

que t o u t e s  c e s  s o l  u t i o n s - t a m p o n s  s o n t  p r é p a r é e s  e x t e m p o r a n é m e n t  

a v e c  de l ' e a u  b i d i s t i l  l é e .  

T r o i s  à q ~ a t r e  d é p r o t é i n i s a t i o n s  ( c e n t r i f u g e u s e  

S o r v a l  1 - 7700  g  - 15 mn - = 5 O C )  s o n t  n é c e s s a i r e s  p o u r  é l i m i n e r  

l a  p r e s q u e  t o t a l  i t é  des  p r o t é i n e s  l o c a l  i s é e s  à 1 ' i n t e r p h a s e  

a p r è s  c h a q u e  c e n t r i  f u g a t  i o n .  L e s  a c i d e s  n u c l é i q u e s  du  d e r n i e r  

s u r n a g e a n t  s o n t  p r é c i p i t é s  p a r  2 v o l u m e s  d ' é t h a n o l  95' e t  d i s -  

p e r s é s  comme p récédemment  d a n s  une SSC d o n t  l a  q u a n t i t é  c o r r e s -  

pond  à 0,5 o u  0,75 du  vo lume du  s u r n a g e a n t .  

S u r  c e t t e  s o l  u t i o n  d ' a c i d e s  n u c l é i q u e s ,  n o u s  l a i s s o n s  

e n s u i t e  a g i  r de l a  r i b o n u c l é a s e  b o v i n e  ( M i  l e s - S e r a v a c )  à une  

c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  de 50 p g / m l . ,  l e  t o u t  é t a n t  p l a c é  dans  un 

b a i n - m a r i e  à 37OC p e n d a n t  30  mn. C e t t e  RNase e s t  p r é p a r é e  e n  

s o l u t i o n  à 0,2 % d a n s  NaCl 0,15 M de pH 5  p r é a l a b l e m e n t  c h a u f f é e  

à 80°C p e n d a n t  10 mn. p o u r  é l  i m i n e r  l a  DNase é v e n t u e l  l e m e n t  

p r é s e n t e .  

S e l o n  l a  q u a n t i t é  de p r o t é i n e s  l o c a l i s é e s  a u  n i v e a u  

de l ' i n t e r p h a s e  l o r s  de l a  d é p r o t é i n i s a t i o n  q u i  s u i t ,  i l  p e u t  

ê t r e  n é c e s s a i  r e  de r e n o u v e  t e r  l a  d é p r o t é i n  i s a t  i o n  a v a n t  de f a i  r e  

a g i r  de l a  p r o t é a s e  ( S i g m a )  à 0 ,2  %, t r a i t é e  a u  p r é a l a b l e  a u  b a i n -  



m a r i e  à 37OC p e n d a n t  2 h  comme l e  p r é c o n i s e n t  de nombreux  

a u t e u r s  ( e n  p a r t i c u l  i e r  GILLESPIE e t  S P I E G E L M A N ,  1965 e t  DE 

LEY, 1 9 7 0 ) .  C e t t e  p r o t é a s e  e s t  a j o u t é e  au s u r n a g e a n t  p i p e t é  

à une c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  de 5 0  p g / m l  e t  a g i t  2  h  a u  b a i n -  

m a r i e  à 37OC. 

C e t t e  o p é r a t i o n  e s t  e n c o r e  s u i v i e  d ' u n e  d é p r o t é i -  ' 

n i s a t i o n  a u  m o i n s  j u s q u ' à  d i s p a r i t i o n  d e s  p r o t é i n e s  a u  n i v e a u  

de I  ' i n t e r p h a s e .  

LVA.D .N .  e s t  p r é c i p i t é  p a r  1 ' é t h a n o l  95'' e t  d i s s o u s  

dans une  s o l u t i o n  d ' a c é t a t e  de s o d i u m  3  M d ' u n  v o l u m e  " v v  

v a r i a n t  s e l o n  l e  r e n d e m e n t .  En a j o u t a n t  g o u t t e  à g o u t t e  "0 ,54v . "  

au m o i n s  d ' i s o p r o p a n o l  à l a  s u r f a c e  de c e t t e  s o l u t i o n ,  l e s  

f i b r e s  d'A.D.N. s o n t  doucemen t  e n r o u l é e s  s u r  une  b a g d e t t e  de 

v e r r e .  E l  l e s  s o n t  a l o r s  dé1 i c a t e m e n t  l a v é e s  d a n s  dne s o l u t i o n  

d ' a c é t a t e  de s o d i u m  3  o ù  e s t  a j o u t é  p r o g r e s s i v e m e n t  de 

l ' é t h a n o l  f r o i d .  

LTA.D.N.  é t a n t  p l u s  f a c i l e m e n t  s o l u b l e  d a n s  dne 

s o l u t i o n  de f a i b l e  f o r c e  i o n i q u e ,  i l  e s t  d i s s o u s  dans  une 

S S C  x  0,1 ; l a q u e l l e  e s t  a j u s t é e  e n s u i t e  à l a  c o n c e n t r a t i o n  

de l a  S S C  s t a n d a r d  c a r  l a  c o n s e r v a t i o n  e s t  mei 1 l e u r e  quand  l a  

f o r c e  i o n i q u e  e s t  p l u s  f o r t e .  

C e t  A.D.N. b a c t é r i e n  e n  s o l u t i o n  e s t  s t o c k é  e n  

p r é s e n c e  de q u e l q u e s  g o u t t e s  de c h l o r o f o r m e  à une  t e m p é r a t u r e  

de 4OC, c e t  a n t i s e p t i q u e  n ' i n t e r f é r a n t  p a s  s u r  l ' a b s o r p t i o n  

des  U.V. 

- Rendement  e n  A.D.N. - - - - - - - - -  - - - - - -  
G é n é r a l e m e n t ,  p o u r  24  à 3 0  g.  de c u l o t  b a c t é r i e n  

i n i t i a l  o b t e n u  à p a r t i r  de 3  1 de c u l t u r e ,  n o u s  p a r v e n o n s  à 

e x t r a i r e  15 à 5 0  mg d 'A.D.N. ,  c e t t e  marge p o d v a n t  s ' e x p l i q u e r  

p a r  l e  f a i t  q u ' u n  nombre  é l e v é  de d é p r o t é i n i s a t i o n s  e n t r a î n e  

des p e r t e s  d 'A.D.N.  a u  c o u r s  de l ' e x t r a c t i o n .  S e l o n  MARMUR 

( 1 9 6 1 )  1 à 2 mg. d 'A.D.N.  e s t  g é n é r a l e m e n t  o b t e n u  p o u r  1 g 

de c e 1  I u l e s  m a i s  on  c o n s i d è r e  que 1 à 4  mg p o u r  2 à 3  g de 

b a c t é r i e s  e s t  un  bon r e n d e m e n t  ( H I L L ,  1 9 6 8 ) .  

La q u a n t i t é  d'A.D.N. a i n s i  e x t r a i t  e s t  c a l c u l é e  

a p p r o x i  ma t  i v e m e n t  en  c o m p a r a n t  son  a b s o r b a n c e  à 2 6 0  nm. à 



c e l l e s  de s o l u t i o n s  d'A.D.N. de t h y m u s  de veau  l y o p h i l i s é  

( S i  gma) de c o n c e n t r a t i o n s  c r o i s s a n t e s  d a n s  l e  même tampon,  

q u i  donne une "gamme-éta lon1 '  ( g r a p h i q u e  1 ) ;  

- P u r e t é  de I  ' A . D . N .  - - - - - - - - - - - - -  
P o u r  v é r i f i e r  l a  p u r e t é  de l 'A.D.N.  b a c t é r i e n ,  

n o u s  c a l c u l o n s  t o u j o u r s  l e s  p o u r c e n t a g e s  d l a b s o r p t  i o n  de 

c e 1  u i - c i  à 260-230 e t  280 nm q u i  s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  e t  t h é o -  

r i q u e m e n t  de 1 - 0,45 e t  0 ,515 s e l o n  MARMUR ( 1 9 6 1 ) .  P l u s  l e  

d e r n i e r  p o u r c e n t a g e  e s t  é l e v é ,  p l  us I  'A.D.N. c o n t i e n t  de 

p r o t é i n e s  q u i  a b s o r b e n t  l e s  U.V. à 280  nrn. 

- E f f i c a c i t é  de l a  RNase - - - -  - - - - -  - - - - -  
Comme une c o n t a m i n a t i o n  de I  'A.D.N. p a r  de l 'A.R.N.  

i n c o m p l è t e m e n t  h y d r o l y s é  é t a i t  p o s s i b l e ,  1 ' e f f  i c a c i t é  de I ' a c -  

t i o n  de l a  RNase a  é t é  c o n t Ô l é e . ? o u r  c e l a ,  nous  avons  d ' a b o r d  

r e j e t é  l a  méthode c l a s s i q u e  à I t o r c i n o l  de DISCHE ( 1 9 5 3 )  c a r  

e l l e  n ' e s t  p a s  s u f f i s a m m e n t  p r é c i s e ,  I 1 o r c i n o l  ne  r é a g i s s a n t  

p a s  s p é c i f i q u e m e n t  s u r  I  'A.R.N. Q u a n t  à l a  , t e c h n i q u e  de SA-  

VITSKY e t  STAND ( 1 9 6 5 1 ,  c e r t a i n e m e n t  p l u s  v a l a b l e ,  e l l e  de- 

mande des c o n c e n t r a t i o n s  r e l a t i v e m e n t  é l e v é e s  d'A.D.N. 

P o u r  c e  c o n t r ô l e  de l ' e f f i c a c i t é  de l a  RNase, 

n o d s  e m p l o y o n s  un m i  l i e u  de c u l t u r e  c o n t e n a n t  de 1 ' u r i d i n e  

-14c à une m o l a r i t é  de I O - ~ W ,  c ' e s t - à - d i r e  v o i s i n e  de ce1  l e  

c o n s e i l l é e  p a r  PALLERONI e t  Co l  1 .  ( 1 9 7 3 ) .  A p r è s  e x t r a c t i o n ,  

une mesure  de r a d i o a c t i v i t é  p a r  s c i n t i  1 l a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  : 

- d ' u n e  p a r t  a v e c  une s o l u t i o n  d ' a c i d e s  n u c l é i -  

q u e s  s u r  l a q u e 1  l e  n ' a  p a s  a g i  l a  RNase 

- d ' a u t r e  p a r t  a v e c  deux  s o l  u t i o n s  d'A.D.N. o b t e -  

nues ,  I 1  une a p r è s  a c t i o n  de l a  RNase à l a  c o n c e n t r a t i o n  p r é c o -  

n i s é e  p a r  NARMUR, e t  I  ' a u t r e  e n  u t i  1 i s a n t  une c o n c e n t r a t i o n  

d o u b l e .  

Les  p o u r c e n t a g e s  r e s p e c t i  f s  de l a  r a d i o a c t i v i t é  

o b t e n u e  dans c h a c u n  des  3  c a s  se r é s u m e n t  c i - d e s s o u s  : 

[ ~ ~ a s e ]  = 0 . .  . . . . . . . . . . . . . . . 100% de r a d i o a c t i v i t é  

[ ~ ~ a s e ]  = 50 @ / m l .  .. . . . . . . . 19% de r a d i o a c t i v i t é  

[ ~ ~ a s e ]  = 100yg/mI  . . . . . . . . . . 9% de r a d i o a c t i  v i  t é  

Ces r é s u l t a t s  p e r m e t t e n t  de p e n s e r  que l a  RNase emp loyée  e s t  



A bsorbance 

Concentrations 

F) 
G R A P H I Q U E  1 ;\LI L 

A b s o r b a n c e  à 260 nm de s o l u t i o n s  d 'A.D.N.  l y o p h i l i s é  de t h y m u s  

de veau  e n  f o n c t i o n  de l e u r s  c o n c e n t r a t i o n s  dans l a  S S C  s t a n d a r d .  



e f f i c a c e  e t  I  ' e s t  d ' a u t a n t  p l u s  q u e  l a  c o n c e n t r a t i o n  u t i l i s é e  e s t  

s u p é r i e u r e  à ce1 l e  q u '  a  p r é c o n i s é e  MARMUR. 

3.  CALCUL DU COEFFICIENT DE SHA.PIR0-CHARGAFF : 

de d é n a t u r a t i o n  t h e r m i q u e  de a )  ea~-La- tec !n igue  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ----- 
I  'A.D.N.  ------- 

P o u r  c a l c u l e r  l e  p o u r c e n t a g e  du c o n t e n u  c y t o s i n e  + 

g u a n i n e  de I  'A.D.N. b a c t é r i e n ,  n o u s  a v o n s  p r i n c i p a l e m e n t  a p p l  i q u é  

l a  t e c h n i q u e  basée  s u r  l a  d é n a t u r a t i o n  t h e r m i q u e  de I  'A.D.N. m i s e  

a u  p o i n t  p a r  MARMUR e t  DOTY ( 1 9 6 2 ) .  

E l  l e  n é c e s s i t e  un m a t é r i e l  a s s e z  c o m p l e x e ,  m a i s  p r é -  

s e n t e  I  ' a v a n t a g e  d ' ê t r e  r a p i d e  e t  f i a b l e  é t a n t  donné  l e s  m u l t i p l e s  

m i s e s  à l ' é p r e u v e  que n o u s  a v o n s  c o n s t a t é e s  d e p u i s  q u e l q u e  t e m p s .  

R a p p e l o n s  q u ' e l  l e  e s t  basée  s u r  l e  f a i t  que  l a  t e m -  

p é r a t u r e  de d é n a l  u r a t i o n  t h e r m i q u e  de I  'A.D.N.  v a r i e  en  f o n c t i o n  

de s a  c o m p o s i t i o n  r e l a t i v e  e n  b a s e s  a z o t é e s .  Quand  I 'A .D .Y .  en  s o -  

l u t i o n  e s t  c h a u f f é  p r o g r e s s i v e m e n t ,  s o n  a b s o r b a n c e  à 260 nm s u b i t  

Ui-ie i m p o r t a n t e  a u g m e n t a t i o n  5 t e m p é r a t u r e  d o n n é e  o u  " t e m p é r a t u r e  

de f u s i o n "  q u i  p r o v o q u e  sa d é n a t u r a t i o n  : sa  s t r u c t u r e  e n  d o u b l e s  

c h a i n e s  se  t r a n s f o r m e  e n  une s t r u c t u r e  e n  c h a î n e s  u n i q u e s  l i b r e s .  

La t e m p é r a t u r e  c o r r e s p o n d a n t  a u x  5 0  $ de I  ' h y p e r c h r o m i  c i  t é  t o t a l e  

r e l e v é e  e s t  a p p e l é e  l e  Tm. I I  e s +  l i n é a i r e m e n t  p r o p o r t i o n n e l  à l a  

q u a n t i t é  de g u a n i n e  + c y t o s i n e  de l ' A . D . N . ,  c ' e s t - 2 - d i r e  que p l u s  

l e  c o n t e n u  e n  G + C e s t  é l e v é ,  p l u s  l a  s t a b i  l i t é  t h e r m i q u e  e s t  g r a n -  

de (IIARMUR e t  DOTY, 1 9 5 9 ) .  

Le so l v a n t  de I  'A.D.N.  p  r é c o n  i s é  p a r  MARMUR e t  DOTY 

e s t  l a  SSC s t a n d a r d  d a n s  l a q u e l  l e  i 1 es.t c o n s e r v é .  La c o n c e n t r a t i o n  

u t  i 1 i sée e s t  v o i s i n e  de 50 p / m l  . 
P o u r  c h a q u e  s o u c h e  d o n t  l e  Tm e s t  à d é t e r m i n e r  l e s  

m a n i p u l a t i o n s  s o n t  t o u j o u r s  i d e n t i q u e s .  

- a p p a r e i  1 1 age  ( schéma c i - c o n t r e ) .  

1.:. : 
L 1 é c h a n t i  l I o n  dlA.D.N. e s t  v e r s é  d a n s  une cuve?eitl*-i, - .* 

q u a r t z  de 3 m l  f e r m é e  p a r  un  bouchon  é m e r i ,  q u i  e s t  p l a c é e  dans l e  

p o r t e - c u v e s  d ' u n  s p e c t r o p h o t o m è t r e  ( U n i c a m  SP 8 0 0 )  à c ô t é  d ' u n e  c u -  

ve  c o n t e n a n t  u n i q u e m e n t  l e  t ampon  q u i  s e r t  de b l a n c .  N o t o n s  p o u r t a n t  

que KR1 EG e t  LOCKARDT ( 1970)  r e m p l  a c e n t  c e  b l a n c  p a r  une s o l  u t  i o n  



de g u a n o s i n e  d i s s o u t e  dans  S S C  à une c o n c e n t r a t i o n  t e l  l e  que  s o n  

a b s o r b a n c e  s o i t  i d e n t i q u e  à ce1  l e  de I  ' é c h a n t i  l  I o n  d'A.D.N. a f i n  

de c o r r i g e r  t o d t  c h a n g e m e n t  dans I ' a b s o r b a n c e  due à l ' e x p a n s i o n  

t h e r m i q u e .  

Dans l e  p o r t e - c u v e s  c i r c u l e  de I  ' e a u  p r o v e n a n t  d ' u n  

b a i  n - m a r i e  d o n t  l  a  t e m p é r a t u r e  e s t  commandée p a r  I  ' i n t e r m é d  i a i  r e  

d ' u n  p r o g r a m m a t e u r  ( M a t o n ) .  Une m i c r o - s o n d e  d i s p o s é e  dans  une  c u v e  

t é m o i n  a n n e x e  r e n f e r m a n t  du tampon ,  p e r m e t  l e  c o n t r ô l e  de l a  l  i n é a -  

r i t é  de I  ' a u g m e n t a t i o n  de l a  t e m p é r a t u r e  de I  ' e a u  q u i  e s t  e n r e g i s -  

t r é e  ( e n r e g i s t r e u r  LKB, t y p e  6 5 2 0 - 4 )  e t  q u i  c o r r e s p o n d  donc à l a  

t e m p é r a t u r e  de I  ' i n t é r i e u r  des  c u v e s .  

P a r  a i l  l e u r s ,  un t h e r m o m è t r e  p l o n g e a n t  dans  l e  b a i n -  

m a r i e  p e r m e t  de v é r i f i e r  é v e n t u e l  l e m e n t  l ' é c a r t  de t e m p é r a t u r e  e x i s -  

t a n t  e n t r e  c e l u i - c i  e t  l e s  c u v e s ,  é c a r t  dû  a u x  d é p e r d i t i o n s  de cha -  

l e a r  des t u y a u x  de r a c c o r d e m e n t  e n t r e  l e  b a i n - m a r i e  e t  l e  p o r t e -  

c u v e s .  C e t t e  d i f f é r e n c e  v a r i e  e n t r e  O 0  e t  Z°C. 

Ce d i s p o s i t i f  p e r m e t  a i n s i  de f a i r e  c r o î t r e  l i n é a i -  

r e m e n t  l a  t e m p é r a t u r e .  G é n é r a l e m e n t  n o d s  p rog rammons  une p r e m i  è r e  

p r o g r e s s i o n  de t e m p é r a t u r e  e n t r e  l ' a m b i a n c e  e t  45OC à r a i s o n  de  

9 g ° C / h e u r e  e t  e n s u i t e  n o u s  m o d i f i o n s  l e  p rogramme de f a ç o n  à p a s -  

s e r  de 45OC à 95OC s u r  dn r y t h m e  de 24OC/heure  ( c e t t e  a u g m e n t a t i o n  

de l a  t e m p é r a t u r e  d ' a b o r d  r a p i d e ,  p u i s  l e n t e  e s t  u t i  l  i s é e  p a r  BO- 

W I E  e t  C o l l .  1 9 7 2 ) .  

La l o n g u e u r  d ' o n d e  du s p e c t r o p h o t o m è t r e  e s t  r é g l é e  

a ü  t e m p s  O s u r  260 n m  e t  l e s  v a r i a t i o n s  d'absorbante s o n t  e n r e g i s -  

t r é e s  s u r  un s e c o n d  e n r e g i s t r e u r  (LEEDS e t  NORTHRUPI r e l  i é  au  

s p e c t r o p h o t o m è t r e  p a r  un d i  s p o s i t  i f p e r m e t t a n t  une e x p a n s i o n  d l é c h e l  

l e  q u i  f a c i  l i t e  l a  l e c t u r e  des  é c a r t s  de d e n s i t é s  o p t i q u e s .  

A p r è s  d é n a t u r a t i o n  t h e r m i q u e  de I  'A.D.N.,  l ' e n r e g i s -  

t r e m e n t  de l a  t e m p é r a t u r e  e s t  s u p e r p o s é  à c e l u i  de I  ' a b s o r b a n c e  e t  

l e  Tm e s t  d é t e r m i  n é .  

- c a l  c u l  

La d é t e r m i n a t i o n  du  $ G C  d ' u n  A.D.N. d é n a t u r é  d a n s  

l a  S S C  s t a n d a r d  se  d é d u i t  du  Tm p a r  l a  r e l a t i o n  de MARMUR e t  DOTY 

( 1 9 6 2 )  q u i  e s t  t o u t  à f a i t  l i n é a i r e  p o u r  d e s  $ GC de 3 0  à 70  % ( H I L L  

1 9 6 8 )  

Tm = 69,3 + 0 ,41  ( %  G C )  

S i  l e  Tm e s t  s u p é r i e u r  à 90°C, i l e s t  p o s s i b l e  d'em- 



p l o y e r  des  t a m p o n s  de f o r c e  i o n i q u e  p l u s  f a i b l e  p o u r  d i s s o u d r e  

l 'A .D.N. ,  c a r  l a  v a l e u r  du Tm e s t  p r o p o r - t i o n n e l l e  à l a  f o r c e  

i o n i q u e  de l a  s o l u t i o n  (MARMUR e t  DOTY, 1 9 6 2 ) .  

BOHACEK e t  c o l l .  ( 1 9 6 7 )  o n t  a i n s i  e m p l o y é  l e  t ampon  

phospha te -E .D .T .A .  p o u r  d é n a t u r e r  l 'A .D.N.  e t  i l s  d o n n e n t  l a  

r e l a t i o n  s u i v a n t e  p e r m e t t a n t  de c a l c u l e r  l e  $ GC. 

I I  e s t  e n c o r e  p o s s i b l e  de d é n a t u r e r  l 'A.D.N.  d a n s  une 

SSC d i l u é e , t e l l e  que SSC x  0 , l  p r é c o n i s é e  p a r  BOWlE e t  c o l l  ( 1 9 7 2 >  

q u i  ü t i  I  i s e n t  l a  f o r m u l e  de DELEY ( 1 9 7 0 1 ,  c o r r i g é e  parMNDEL e t  c o l l .  

( 1 9 7 0 )  .: 

Ces a u t e u r s  sou1 i g n e n t  que I 1 e x a c t i t u d e  de c e t t e  dé-  

t e r m i  n a t i o n  d u  % GC a  é t é  d i s c u t é e  p a r  GASSER e t  MANDEL ( 19681,  

DE LEY ( 1 9 7 0 )  e t  MANDEL e t  c o l  1 .  ( 1 9 7 0 ) .  La f o r m u l e  de MARMUR 

e t  DOTY ( 1 9 6 2 )  p e r m e t t a n t  de c o n v e r t i r  l e  Tm en  GC e s t  géné-  

r a l e m e n t  a d o p t é e  p o u r  des  d é t e r m i  n a t i o n s  f a i t e s  d a n s  SSC,  m a i s  

des f a c t e u r s  de c o r r e c t i o n  d o i v e n t  ê t r e  a p p l  i q u é s  a u x  é c h a n t i  l I o n s  

d'A.D.N. à Tm é l e v é  n é c e s s i t a n t  un tampon  de f o r c e  i o n i q u e  p l u s  

f a i b l e  (MANDEL e t  c o l l . ,  1 9 7 0 ) .  H I L L  ( 1 9 6 8 )  c i t e  l ' é q u a t i o n  

à 3 v a r i a b l e s  de S c h i l d K r a u t  e t  L e i f s o n  m o n t r a n t  que l e  Tm e s t  

l i é  a u  l o g  de l a  f o r c e  i o n i q u e  de l a  s o l u t i o n .  

SKYRING e t  QUADLING ( 1 9 7 0 )  d i s s o l v e n t  I IA.D.N. de 

c e r t a i n e s  de l e u r s  s o u c h e s  d ' A r t h r o b a c t e r  à Tm é l e v é  dans  

S S C  x  0 ,5 ,ma is  n e  s i g n a l e n t  p a s  l l é q ü a t i o n  q u i  c o n v e r t i t  l e  Tm 

en  $ GC. 

Ces i n c e r t i t u d e s  r e l a t i v e s  a u x  c o n v e r s i o n s  de Tm n ' o n t  

p a s  é t é  a p p r o f o n d i e s , é t a n t  donné qde n o t r e  p r i n c i p a l  o b j e c t i f  

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

s o u c h e s  d i f f é r e n t e s , a f  i n  de m e t t r e  en  é v i d e n c e  l e u r  é v e n t u e l  l e  

p a r e n t é .  

b )  e a r  l a  t e c h n i q u e  d ' h y d r o l y s e  de l 'A .D.N.  e t  c h r o -  - - - - - - - - - - - . -  - -----  ---- ....................... 
m a t o g r a p h i e  s u r  p a p i e r  des  b a s e s  ---- --  -------- - ------------- 

A f i n  de ne p a s  nous  r é f é r e r  u n i q u e m e n t  à c e t t e  p r é c é -  

d e n t e  mé thode  d ' a n a l y s e  r a p i d e ,  n o u s  a v o n s  u t i  l i s é  p o u r  I 'A.D.N. 



de l a  souche  t y p e ,  à t i t r e  de c o n t r ô l e ,  une t e c h n i q u e  d i f f é -  

r e n t e  e m p l o y é e  p a r  ROQlOND ( 1 9 6 5 )  p o u r  ' l ' é t u d e  d e s  S t r e p t o -  

c o q u e s .  

E l  l e  c o n s i s t e  en une h y d r o l y s e  de l 'A.D.N.,  s u i v i e  

d ' u n e  s é p a r a t i o n  c h r o m a t o g r a p h i  que d e s  b a s e s  e t  d ' u n e  e s t i m a -  

t i o n  q u a n t i t a t i v e  p a r  s p e c t r o p h o t o m é t r i e .  

R e c u e i l  l i d a n s  un t d b e  à c e n t r i f u g e r  à f o n d  c o n i q u e  

p r é a l  a b l e m e n t  t a r é ,  I 'A.D.N. e s t  d e s s é c h é  e n  l e  p a s s a n t  s u c c e s -  

s i v e m e n t  dans de I  ' a l c o o l  à 70°,  95O, a b s o l u  e t  e n f i n  d a n s  

de I  ' é t h e r  où i I  s é j o u r n e  a u  b a i n - m a r i e  à 60°C p e n d a n t  une 

h e u r e .  

I I  e s t  h y d r o l y s é  p a r  de l ' a c i d e  p e r c h l o r i q u e  à 65 % 
à r a i s o n  d ' u n  v o l u m e  i n f é r i e u r  à 15 p l / m g  de p o i d s  sec ,  s o u s  

p r e s s i o n  a t m o s p h é r i q u e ,  p e n d a n t  une h e u r e  a u  b a i n - m a r i e  b o u i  1 -  

l a n t ,  l a  p a r t i e  c o n i q u e  du t u b e  é t a n t  f e r m é e  p a r  une t i g e  de 

v e r r e .  

Un v o l u m e  é g a l  de KOH 10 N e s t  e n s u i t e  a j o u t é  à 

I 1 h y d r o l y s a t .  I I  se p r o d u i t  un p r é c i p i t é  de p e r c h l o r a t e  de 

p o t a s s i u m  q u i  e s t  é l i m i n é  p a r  c e n t r i f u g a t i o n .  Le  s u r n a g e a n t ,  

r e c u e i  I  I  i à l ' a i d e  d ' u n e  p i p e t t e  P a s t e u r ,  e s t  c o n s e r v é  a u  

r é f r i g é r a t e u r .  

La s é p a r a t i o n  des  d i f f é r e n t e s  b a s e s  e s t  e f f e c t u é e  

p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  a s c e n d a n t e  s u r  p a p i e r  Whatman n o  1 .  Le 

s o l v a n t  u t i l i s é  e s t  c e l u i  de W y a t t  d o n t  l e s  p r o p o r t i o n s  c o n -  

v e n a n t  à une t e m p é r a t u r e  de 25OC m a i n t e n u e  c o n s t a n t e  dans  l a  

p i è c e  à c h r o m a t o g r a p h i e ,  s o n t  l e s  s u i v a n t e s  : 

A l c o o l  i s o p r o p y l i q u e  ........... 600  m l  

HCI 1 1  N  ....................... 180 m l  

H20 b i d i s t i l l é e . . . . . . . . . . . . . . . . .  220  m l  

LIA.D.N. à a n a l y s e r  e s t  déposé  p a r  " t a c h e s t t  de 

15, 20 e t  30  p l .  a l t e r n a n t  a v e c  des  t t t a c h e s "  des  4 bases  de 

r é f é r e n c e  ( 1 0  e t  2 0  p l )  p r é p a r é e s  à dne c o n c e n t r a t i o n  de 1 mg/ 

m l .  P r é c i s o n s  q u e  l a  d i s s o l  u t i o n  s ' e f f e c t u e  d a n s  I  ' e a u  d i s t i  l l é e  

p o u r  l a  t h y m i n e ,  l a  c y t o s i n e  e t  l ' a d é n i n e ,  a p r è s  c h a u f f a g e  

p o u r  c e t t e  d e r n i è r e .  La  g u a n i n e  se  s o l u b i  l i s e  d a n s  l e  s o l v a n t  

de W y a t t .  



Le t e m p s  de m i g r a t i o n  e s t  de 48 h e u r e s .  Les  ch roma-  

togrammes s o n t  m i s  à s é c h e r  p e n d a n t  36  h e u r e s ,  sous  h o t t e  à 

l ' a b r i  de l a  p o u s s i è r e .  I l s  s o n t  e n s ~ i t e  r é v é l é s  p a r  l e s  U.V. 

Les 4  b a s e s  des A.D.N. de l a  s o u c h e - t y p e  CI7 s o n t  i d e n t i f i é e s  

g r â c e  a u x  t é m o i n s .  Les  R f  s o n t  : 

Guanin.e : 0,22 - A d é n i n e  = 0,32 

C y t o s i n e  : 0,44 - Thymine  = 0,76. 

Chaque t a c h e  découpée e s t  p l a c é e  d a n s  un t u b e  c o n t e -  

n a n t  5 m l  dlHCI N  p e n d a n t  12 h e u r e s  a u  b a i n - m a r i e  à 37OC. - 
1 O 

Les d o s a g e s  des b a s e s  s o n t  e n s u i t e  e f f e c t u é s  p a r  

s p e c t r o p h o t o m é t r  i e  e n  U . V .  ( s p e c t r o p h o t o m è t r e  S-67 LERES) . L e u r  

d e n s i t é  o p t i q u e  e s t  mesurée d ' u n e  p a r t  à l a  l o n g u e u r  d ' o n d e  

c o r r e s p o n d a n t  à l e u r  a b s o r b a n c e  maximum e t  d ' a u t r e  p a r t  à une 

l o n g u e u r  d ' o n d e  de r é f é r e n c e  : 2 9 0  nrn. 

La d i f f é r e n c e  e n t r e  c e s  2  v a l e u r s ,  d i m i n u é e  de l a  

d i f f é r e n c e  d é t e r n i  née p o u r  l e  b l a n c  c o r r e s p o n d a n t  à chaque  base,  

donne l a  " d e n s i t é  ~ p t i q u e  c o r r i g é e "  de l a  s u b s t a n c e .  En d i v i s a n t  

c e t t e  v a l e u r  ~ a r  un c o e f f i c i e n t  s p é c i f i q u e  à l a  base  c o n s i d é r é e  

donné p a r  Lee ( t h è s e  de ROblOND, 19651, l a  p r o p o r t i o n  de b a s e  

c o n t e n : ~ e  dans une t a c h e  donnée p e u t  ê t r e  c a l c d l é e ,  ce q u i  p e r m e t  

de c o n n a î t r e  l e s  r a p p o r t s  A, - G , A + T e t  e n f i n  l e  % GC de 

T C G + C  

I  'A.D.N. c o n s i d é r é .  



RESULTATS ET DISCUSSION 

1 )  COURBES DE DENATURATION THERMIQUE ET Tm 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Dans  un p r e m i e r  t e m p s ,  l a  d é n a t u r a t i o n  t h e r m i q u e  

e s t  e f f e c t u é e  s e l o n  l a  m é t h o d e  l a  p l u s  c o u r a n t e ,  c ' e s t - à - d i r e  

s u r  d e s  é c h a n t i l  I o n s  d 'A .D.N.  e n  s o l u t i o n  dans  l a  SSC s t a n d a r d .  

S o n t  s o u m i s  à 1 ' a n a  l y s e  : 

- l e s  A.D.N. de q u e l q u e s  s o u c h e s  du p h é n o n  3 - y 

c o m p r i s  de l a  s o u c h e - t y p e  C  - d o n t  l e  c r i t è r e  d u  c h o i x  a  é t é  
17 

p r é c i s é  a n t é r i e u r e m e n t .  De p  1 u s  e l  l e s  r e p r é s e n t e n t  d e s  exemp l e s  

b i e n  d i s p e r s é s  d a n s  l e  n u a g e  de p o i n t s  c o r r e s p o n d a n t  a u  p h é n o n  3 

( f i g u r e  5 ) .  

- 1 'A .D .N.  d ' u n e  s o ~ c h e  de c o i  l e c t i o n  : B a c t e r i u m  

a n i t r a t u m  e t  l ' A . D . N .  de t h y m u s  de v e a u  ( S i 2 r n a )  d o n t  l e s  Tm 

r e s p e c t i f s  s o n t  b i e n  d é f i n i s  e n  f o n c t i o n  de ce  t a m p o n .  
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a x e  1 

F I G U R E  5 

P o s i t i o n  des  s o u c h e s  d u  p h é n o n  3 c h o i s i e s  p o u r  l ' é t u d e  de l a  d é n a -  
t u r a t i o n  t h e r m i q u e  de l e u r  A.D.N. ( s y m b o l  i s é e s  p a r  B ) 

( a x e s  1 e t  2 de l ' a n a l y s e  f a c t o r i e l  l e )  



P o u r  l e s  A.D.N. des 2  p r e m i è r e s  s o u c h e s  du phénon  3 

é t u d i é e s ,  l a  s o u c h e - t y p e  C e t  A 3 ,  aucune  a u g m e n t a t i o n  d ' a b -  
17 

s o r b a n c e  n ' e s t  s u r v e n u e  à 260 nm. p o u r  des t e m p é r a t u r e s  i n f é -  

r i e u r e s  à 95O, t e m p é r a t u r e  m a x i m a l e  que p e u t  a t t e i n d r e  l ' e a u  

c i r c u l a n t  dans l e  p o r t e - c u v e s .  P a r  c o n t r e ,  des c o u r b e s  de déna- 

t u r a t i o n  o n t  é t é  o b t e n u e s  p o u r  B a c t e r i  um an i t r a t u m  e t  1 'A.D.N. 

de t h y m u s  de veau .  E l  l e s  s o n t  t r a n s c r i t e s  dans  l e  g r a p h i q u e  2, 

1 ' h y p e r c h r o m i c i t é  é t a n t  e n r e g i s t r é e  a v e c  une e x p a n s i o n  d ' é c h e l  l e  

de 2.  

I I  é t a i t  donc  n é c e s s a i r e  d ' u t i l i s e r  un tampon de 

f o r c e  i o n i q u e  p l u s  f a i b l e  p o u r  d i s s o u d r e  l 'A .D.N.  des s o u c h e s  

du phénon  3.  Nous a v o n s  d i  l u 6  l a  SSC a u  1/3,  ce  q u i  a  p e r m i s  

l a  d é n a t u r a t i o n  de l 'A .D .N .  des s o u c h e s  s o u m i s e s  à l ' a n a l y s e  

( A 3  - A q  - Bl,  - 
'17 - '28 - D 1 l  - FZ8  - G 9 ) .  A p a r t i r  de c e s  

c o u r b e s  l e  Tm (SSC x  1/31 p e u t  ê t r e  d é d u i t  ( g r a p h i q u e  3). 

Nous r e m a r q u o n s  une c e r t a i n e  h o m o g é n é i t é  dans l e s  

r é s u l t a t s .  En e f f e t ,  l e s  Tm (SSC X 1 /31  s o n t  s i t u é s  e n t r e  

89OC e t  92,S°C p o u r  6 souches ,  l e s  Tm des 2  a a t r e s  s ' e n  

é c a r t a n t ,  l é g è r e m e n t  p o u r  A3, beaucoup p l  us s i g n i  f i c a t i v e m e n t  

p o u r  A 4 .  

2 )  CALCUL DES % GC à p a r t i r  des  T m  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Ces r é s u l t a t s  é t a n t  a c q u i s ,  comme i 1 n ' e s t  p a s  p o s -  

s i b l e  d ' a p p l i q u e r  une r e l a t i o n  b i e n  d é f i n i e  e t  commdnément 

e m p l o y é e  p o u r  c a l c u l e r  l e  $ GC à p a r t i r  des Tm ( S S C  X 1 / 3 1  

p r é c é d e n t s ,  n o u s  a v o n s  u t i l i s é  d ' a u t r e s  tampons  de f o r c e  i o n i q u e  

f a i b l e  p o u r  l e s q u e l s  des r e l a t i o n s  e n t r e  l e  Tm e t  l e  % GC s o n t  

b i e n  é t a b l i e s .  I I  e s t  i n d i s p e n s a b l e ,  e n  e f f e t ,  de d o n n e r  u n  

o r d r e  de g r a n d e u r  du $ GC de 1 'A.D.N. de l a  s o u c h e - t y p e  du 

phénon  3 de f a ç o n  à p o u v o i  r l a  c o m p a r e r  à des  e s p è c e s  b a c t é -  

r i e n n e s  c o n n u e s .  

Le tampon  de BOHACEK a  a i n s i  é t é  e m p l o y é ,  m a i s  i l a  

donné des Tm t r è s  é l e v é s  a v e c  l e s  A.D.N. de t h y m u s  de veau  e t  

de B.A.S. ( g r a p h i q u e  4 )  e t  des $ GC n e t t e m e n t  s u p é r i e u r s  à c e u x  

q u i  o n t  é t é  d é t e r m i  n é s  a v e c  l a  S S C  s t a n d a r d ,  l e s q u e l s  s o n t  t r è s  

v o i s i n s  des r é s u l t a t s  r é f é r e n c i é s  ( t a b l e a u  10  - p a r t i e  A ) .  

Cependan t  1 ' u t  i 1 i s a t i o n  de ce  tampon p e r m e t  de c o n f  i r m e r  que  



h y perchromicité 
à 260 nrn 

GRAPHIQUE 2 

C o u r b e s  de d é n a t u r a t i o n  t h e r m i q u e  e t  Tm des A . D . N .  de B a c t e r i u m  

a n i t r a t u r n  e t  de t h y m u s  de v e a u  d i s s o u s  dans  l a  S S C  s t a n d a r d .  



GRAPHIQUE 3 

C o u r b e s  de d é n a t u r a t i o n  t h e r m i q u e  e t  Tm des  A.D.N. d e s  s o u c h e s  d u  

p h é n o n  3 s o u m i s e s  à l ' a n a l y s e ,  d i s s o u s  d a n s  S S C  x - 1 
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G R A P H I Q U E  4 

C o u r b e s  de d é n a t u r a t i o n  t h e r m i q u e  e t  Tm de q u e l q u e s  A . D . N .  d i s s o u s  

dans l e  tampon de B o h a c e k .  



TABLEAU 10 

'\. A' 
R é c a p i t u l a t i o n  des Tm e t  des % GC des ADN de quelques souches du phénon 3 

e t  des ADN de Thymus de veau, Bac te r ium a n i t r a t u m  1BASI , Pseudomnas m a l t o p h i l i a  
CPSMI , Xanthormnas vasculorum IXAVI e t  Agrobac te r ium rhizogenes LAGRI 



l e s  % GC de l 'A .D.N.  de C17  e t  de c e l u i  d ' u n e  a u t r e  s o u c h e  du 

phénon  3  : l a  CZ0, s o n t  d i f f é r e n t s  e t  beaucoup p l u s  é l e v é s  que 

' c e l u i  de I 'A.D.N. de B.A.S. 

En u t i l i s a n t  l a  S S C  x 0,1 (BOWIE e t  c o l l .  19721,  n o u s  

o b t e n o n s  l e  même é c a r t  e n t r e  l e s  Tm des A.D.N. de B.A.S.. e t  de 

C 1 7  ( g r a p h i q u e  5 ) .  Le c a l c u l  d e s  % GC s e l o n  l a  r e l a t i o n  de BOWIE 

e t  c o l l .  a b o u t i s s a n t  à des r é s u l t a t s  a s s e z  c o n f o r m e s  p o u r  B.A.S., 

a  donné p o u r  l 'A .D .N .  de C17 une v a l e u r  moyenne de 65 % ( t a b l e a u  

10 - p a r t i e  B I .  

Compte t e n u  de c e t t e  v a l e u r ,  nous  a v o n s  r e c h e r c h é  dans  

d i v e r s e s  n o m e n c l a t u r e s  l e s  g e n r e s  b a c t é r i e n s  à Gram n é g a t i f  d o n t  

l e  % GC e s t  v o i s i n  de 65  %. 
- S é l o n  COLWELL ( 1 9 7 3 1 ,  o n  r e l è v e  l e s  g e n r e s  : 

. Pseudomonas : 5 7  - 66 % 

. Xanthomonas : 6 2  - 6 3  $ 

. Rh i  z o b i  um : 59 - 66 % 

- Dans son  i n d e x ,  H I L L  ( 1 9 6 6 )  r a p p o r t e  l e s  r é s u l t a t s  

de COLWELL e t  MANDEL ( 1 9 6 4 )  e t  DE LEY ET YAN MUYLEM ( 1 9 6 3 1  q u i  

d o n n a i e n t  a l o r s  des  v a l e u r s  de % GC s ' é t e n d a n t  de 6 2  à 6 8  $ p o u r  

l e  g e n r e  Xan thomonas .  I  I  d i s t i n g u e  a u s s i  2  g r o u p e s  de Pseudomonas 

l ' u n  à 5% GC f a i b l e  ( 3 5 - 4 5  $1,  l ' ' a u t r e  à % GC é l e v é  ( 5 5 - 7 0  $ 1 .  . 

Dans c e  d e r n i e r  g r o u p e ,  I  ' e s p è c e  Pseudomonas mal t o p h i  l i a  a  r e t e n u  

n o t r e  a t t e n t i o n , d 7 u n e  p a r t  p o u r  son  % GC,et d ' a ü t r e  p a r t  p a r c e  

que c ' e s t  l e  s e u l  Pseddomonas q u i  ne p r é s e n t e  p a s  de c y t o c h r o m e -  

o x y d a s e ,  comme l e s  s o u c h e s  du phénon  3. Le g e n r e  R h i z o b i u m ,  d u  

f a i t  de s a  p a r t i c u l a r i t e  p h y s i o l o g i q u e ,  ne  p e u t  ê t r e  r e t e n u .  

T o u t e f o i s ,  p a r m i  l e s  R h i z o b i a c é e s ,  A g r o b a c t e r i  um r h i z o g e n e s  q u i  

ne  s t i m d l e  p a s  l a  t u m o r i s a t i o n  comme A .  t u m e f a c i e n s  e t  d o n t  l e  

% GC e s t  c o m p r i s  e n t r e  59,6 e t  62,8 % (DE LEY e t  c o l  l ., 19661,  

p e u t  o f f r i r  q u e l q u e  i n t é r ê t  à p r i o r i  ; de p l u s ,  s u r  l e  p l a n  p h é -  

n o t y p i q u e ,  i 1 ne p r o d u i t  p a s  de c é t o l a c t o s e  e t  p r é s e n t e  des e x i -  

g e n c e s  n u t r i t i o n n e  l  l e s ,  c a r a c t é r i s t i q u e s  du p h é n o n  3. 

- S e l o n  l a  d e r n i è r e  é d i t i o n  du  B e r g e y ' s  manua l  ( 1 9 7 4 1 ,  

n o u s  r e l e v o n s  a u s s i  l e  g e n r e  F l a v o b a c t e r i u m  d o n t  l e  5 GC p e u t  

s ' é l e v e r  j u s q u ' à  63 -70  %,mais comme i I  c o r r e s p o n d  à des ge rmes  
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GRAPHIQUE 5 

Courbes  de d é n a t u r a t i o n  t h e r m i q u e  e t  T m  des A.D.N. de C l ,  e t  de 

q u e l q u e s  souches  r é p e r t o r i é e s ,  d i s s o u s  dans l a  S S C  x 0,1 



p i g m e n t é s ,  n o u s  I  l é l  i m i n o n s .  I  I  en  e s t  de même p o u r  l e  g e n r e  

A l c a l  i g e n e s ,  a s s e z  mal d é f i n i ,  d o n t  l e  % GC e s t  c o m p r i s  e n t r e  

57,9 e t  7 0  %,  p u i  s q u '  i l  p r é s e n t e  une c y t o c h r o m e - o x y d a s e .  

C e t  i n d e x  de d é t e r m i n a t i o n  b a c t é r i o l o g i q u e  n o u s  

amène à r e t e n i r  p  1 us  p r é c i  sèmen t  : 

- Pseudomonas m a l t o p h i l i a  (P .S.M. )  d o n t  $ GC = 6 7  $ 

- l e  g e n r e  Xanthomonas d o n t  % GC c o m p r i s  e n t r e  6 3 , 5  

e t  69,2 % 
- A g r o b a c t e r i u m  r h i z o g e n e s  ( A . G . R .  d o n t  % GC compr i ' i  

e n t r e  59,6 e t  62,8 % 

C ' e s t  l a  r a i s o n  p o d r  l a q u e l l e  n o u s  n o u s  sommes 

p r o c u r é s  des  s o u c h e s  de c o l l e c t i o n  p o u r  c e s  e s p è c e s ,  Xanthomo-  

n a s  v a s c u l o r u m  (X .A .V . )  y  c o r r i p r i s .  Nous en  a v o n s  e x t r a i t  l 'A.D.N.  

e t  e f f e c t u é  une d é n a t u r a t i o n  t h e r m i q u e  dans une SSC x 0 , l .  L e s  

c o d  r b e s  c o r r e s p o n d a n t e s  s o n t  r e p o r t é e s  dans  l e  g r a p h  i q u e  5 .  L e u r s  

% GC r e s p e c t i f s  o n t  é t é  c a l c u l é s  e t  s o n t  i n d i q ~ é s  d a n s  l e  t a -  

b l e a u  10 ( p a r t i e  C l  Les r é s u l t a t s  o b t e n u s  c o n c o r d e n t  b i e n  a v e c  

l e s  v a l e ü r s  c i t é e s  dans  des t r a v a u x  a n t é r i e u r s .  

3 )  CALCUL DU '$ 'GC DE LtA.D.N.  de C i 7  A PARTIR D'UN HYDROLYSAT CHROMATO- 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
GRAPH l E 
- - - - - - -  - - - - - - -  

Compte t e n u  du b u t  i n d i q u é  page 3 9 ,  p l u s i e u r s  

ch romatog rammes  o n t  é t é  r é a l  i sés ,  m a i s  c ' e s t  u n i q u e m e n t  c e 1  u i  

q u i  donne des  r a p p o r t s  - A e t  - G l e s  p l u s  v o i s i n s  de I T u n i t é , q u i  
T  C  

e s t  c o n s i d é r é  p o u r  l e s  c a l c u l s .  

Les  l o n g u e u r s  d ' o n d e  d l a b s o r b a n c e  m a x i m a l e  u t i  l i- 

sées s o n t  c e l l e s  données p a r  ROMOND ( 1 9 6 5 1 ,  s o i t  : 

- p o u r  l ' a d é n i n e  : 262,5 nm 

- p o u r  l a  g u a n i n e  : 249,O nm 

- p o u r  l a  c y t o s i n e  : 275,O nm 

- p o u r  l a  t h y m i n e  : 264,5 nm 

Nous i n d i q u o n s  d a n s  l e  t a b l e a u  1 1  t o u t e s  

l e s  v a l e u r s  o b t e n u e s  a u  s p e c t r o p h o t o m è t r e  ( Z e i s s )  p o u r  l e s  b a s e s  

e t  p o u r  chaque  "b  l a n c "  c o r r e s p o n d a n t ,  a u x  d i f f é r e n t e s  l o n g u e u r s  

d ' o n d e  d ' a b s o r p t i o n  m a x i m a l e  e t  à l a  l o n g u e u r  d ' o n d e  de r é f é r e n c e :  

290 nm. 



- - - - - -- -- 

. D e n s i t é s  o p t i q u e s  des b a s e s .  D e n s i t é s  o p t i q u e s  des l ' b lancsn .  

. à  h .max i  ' à  290 n m ' d i  f f é r e n c e ' à  A  maxi ' à  2 9 0  n m ' d i  f f é r e n c e  a 

( 1 1  : ( 2 )  
--A------------------------- ............................. 

T a b l e a u  11 

D e n s i t é s  o p t i q u e s  des b a s e s  e t  des " b l a n c s "  c o r r e s -  
d a n t  de IIA.D.E.J. de C l 7  (20 p l 1  a p r è s  c h r o m a t o g r a p h i e .  

La t l dens i  t é  o p t i q u e  c o r r i g é e "  e s t  d é d u i t e  de ce t a b l e a u  

p o u r  chaque  base  p a r  l a  r e l a t i o n  : d i f f é r e n c e  de d e n s i t é s  n p t i q u e s  

l u e s  à max i  e t  à = 290 nm p o u r  l a  base [ c o l o n n e  ( 1 : ' ~  - d i f f é r e n c e  

des d e n s i t é s  o p t i q u e s  I ü e s  à A m a x i  e t  à A =  290 nm p o u r  l e  b l a n c  

[ L o i o n n e  ( 2 1 1  . 

Nous d é t e r m i n o n s  e n s u i t e  l e  nombre d e p m o 1 / 1 0 0  m l  

de s o l  u t  i o n  d 'A.D.N. ,  s a c h a n t  q u ' o n  a  déposé 20 p l s u r  l e  chromate- 

gramme, en d i v i s a n t  c e t t e  " d e n s i t é  o p t i q u e  c o r r i g é e "  p a r  des  c o e f -  

f i c i e n t s  p r o p r e s  à chaque base  donnés p a r  LEE ( g u a n i n e  = 1,44; a d é n i -  

ne = 2,42; c y t o s i n e  = 1,21 e t  Thymine  = 1,371. On o b t i e n t  : 

- GUANINE = 
0 , 3 8 8  - 0,011 1 O0 

1,44 
x  - = 1,30p m o l .  % 

2 0  

- CYTOSINE = 0,294 - 0 ,0@3x  - 100 - - 1,*0 P m o l .  '$ 
1,21 2 0  

- THYMINE = 0,160 - 0 ,008x  100 = 0,55 m o l .  % 1,37 20 

Nous en d é d i i i s o n s  l e s  r a p p o r t s  : 

A = 1,2 
T 



C e t t e  v a l e u r  de % GC p o u r  l 'A .D .N .  de C17 c o n f i r -  

me donc  l ' o r d r e  de g r a n d e u r  que n o u s  e n  a v i o n s  donné à p a r t i r  

du Tm des c o u r b e s  de d é n a t u r a t i o n  t h e r m i q u e  o b t e n u e s  dans SSC 

x  0,1 ( t a b l e a u  10 - p a r t i e  B I .  

4 )  ANALYSE D E S  RESULTATS 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

En ce  q u i  c o n c e r n e  l e s  s o u c h e s  de r é f é r e n c e ,  l e s  

$ GC c a l c u l é s  d a n s  des  c o n d i t i o n s  d i f f é r e n t e s  p r é s e n t e n t  une 

c o n c o r d a n c e  c e r t a i n e  a v e c  l e s  va l e u r s  r a p p o r t é e s  dans l a  b i  b  1 i o -  

g r a p h i e ,  s a u f  l o r s q u e  l a  d é n a t u r a t i o n  e s t  r é a l i s é e  dans  l e  tam-  

pon de Bohacek. Dans c e  cas ,  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  s o n t  n e t t e -  

ment  s u p é r i e u r s .  

P a r  c o n t r e ,  p u i s q u e  l a  SSC x  1 n e  p e u t  c o n v e n i r  

à des  A.D.N. de % GC é l e v é ,  i l  semble  que l a  d i l u t i o n  a u  1  è - 
e t  I f a p p l  i c a t i o n  de l a  f o r m u l e  de B o w i e  e t  c o i  1 .  a b o u t i s s d 8 t  

à des v a l e u r s  p l u s  p r o c h e s  de ce1 l e s  q u i  s o n t  couramment  a d m i s e s .  

L e s  p r o c é d é s  d l e x t r a c t  i o n  p o u r r a i e n t  e x p l  i q u e r  l e s  

é c a r t s  c i - d e s s u s  m e n t i o n n é s .  En e f f e t ,  KRlEG e t  LOCKHART ( 1970)  

o n t  v é r i f i é  q u ' a u  c o u r s  des  e x t r a c t i o n s ,  c h a c u n e  des  m o l é c u l e s  

d'A.D.N. i n t a c t e s  d lE.  C o l i  é t a i t  c a s s é e  en une c e n t a T n e  de mor- 
c e a u x ,  s i  b i e n  q u l  une c o u r b e . d e  d é n a t u r a t i o n  t h e r m i q u e  c o r r e s -  

pond  f i n a l e m e n t  à l a  d é n a t u r a t i o n  d ' u n e  p o p u l a t i o n  de f r a g m e n t s  

de c h a î n e s  d o n t  l e s  p o u r c e n t a g e s  i n d i v i d u e l  s  de b a s e s  - s o n t  l é -  

g è r e m e n t  d i f f é r e n t s .  D ' a u t r e  p a r t ,  i l s  o n t  m o n t r é  que p l u s  l e s  

p o i d s  m o l é c u l a i r e s  des  A.D.N. é t a i e n t  p e t i t s ,  p l  us l a  v a r i a t i o n  

du Tm é t a i t  g r a n d e  e t  p l u s  I f h y p e r c h r o v i c i t é  é t a i t  f a i b l e .  

Ces r e m a r q u e s  e x p l  i q u e n t  l e s  v a r i a t i o n s  dans  l e s  

r é s u l t a t s  que n o u s  a v o n s  obtenus, m a i s  ne m e t t e n t  p a s  e n  c a u s e  

l e s  c o m p a r a i s o n s  que n o u s  vou ' l ons  é t a b l  i r .  



C e t t e  é t u d e  n o u s  p e r m e t  de v é r i f i e r  que 1 ' h o m o g é n é i t é  

des s o u c h e s  du phénon  3  d é t e r m i n é e  p a r  a n a l y s e  n u m é r i q u e  s u r  des 

c r i t è r e s  p h é n o t y p i q u e s ,  se r e t r o u v e  l o r s  de I  ' é t u d e  p h y s i c o - c h i m i -  

que du génome, c o n f  i r m a n t  a i n s i  que des  g r o u p e s  p h é n o t y p i q u e m e n t  

s e m b l a b l e s  o n t  d e s  % GC homogènes [ J O N E S  el- SIJEATH, 19701.  

Le c o e f f i c i e n t  de Shap i  r o - C h a r g a f f  de c e s  s o u c h e s  e s t  

f i n a l e m e n t  t r è s  é l e v é ,  c e l u i  de l a  s o u c h e - t y p e  é t a n t  v o i s i n  de 

6 5  m o l .  $ 

Le g e n r e  A c i n e t o b a c t e r  a u q u e l  n o u s  a v i o n s  comparé n o s  

s o u c h e s  p récédemment  ( p r e m i è r e  p a r t i e ) ,  s ' a v è r e  ne p l  us  c o n v e n i r  

a p r è s  c e s  é t u d e s  p h y s i c o - c h i m i q u e s  du génome. En e f f e t ,  l e  con -  

t e n u  en g u a n i n e  + c y t o s i n e  des A c i n e t o b a c t e r  e s t  c o m p r i s  e n t r e  

40 e t  47 m o l .  % ( B e r g e y l s  M a n u a l ,  1974)  s o i t  une d i f f é r e n c e  de 

18 à 25 8 .  O r ,  DE LEY ( 1 9 6 9 )  p r é c i s e  que l o r s q u e  l a  c o m p o s i t i o n  

moyenne e n  n u c l é o t i d e s  de b a c t é r i e s  d i f f è r e  d ' a u  m o i n s  18 à 3 0  % 
GC, i l n ' y  a  p r a t  i q u e m e n t  aucune séquence  n d c l é o t  i d i q u e  commune 

e t  l e s  o r g a n i s m e s  s o n t  de ce  f a i t  t r è s  é l o i g n é s  s u r  l e  p l a n  é v o -  

l u t i  f e t  n e  p o s s é d e n t  aucune  r e l a t i o n  t a x o n o m i q u e .  

P a r  c o n t r e ,  une f a i b l e  d i f f é r e n c e  de % GC é t a n t  s i g n i -  

f i c a t i v e ,  n o u s  a v o n s  r e c h e r c h é  l e s  g e n r e s ,  p u i s  l e s  e s p è c e s  b a c -  

t é r i e n n e s  d o n t  l e  c o n t e n u  en g u a n i n e  + c y t o s i n e  e s t  c o m p r i s  e n t r e  

60  e t  70 % ( é t a n t  donné que l a  d é v i a t i o n  s t a n d a r d  d u  % GC moyen 

des  f r a g m e n t s  d 'A.D.N.  v a r i e  de 3  à 5,5 % GC s e l o n  DE LEY, 1 9 6 9 ) .  

Nous a v o n s  a i n s i  r e t e n u  d f  a b o r d  l e s  g e n r e s  Pseudomonas, 

Xanthomonas e t  A g r o b a c t e r i u m  c o r r e s p o n d a n t  à c e t  é c a r t  de % GC, 

p u i s  c e r t a i n e s  e s p è c e s  de c e s  g e n r e s  q u i  p r é s e n t a i e n t  des  a n a l o -  

g i e s  p h é n o t y p i q u e s  a v e c  l e s  s o u c h e s  du phénon 3. 

I  I  i m p o r t e  m a i n t e n a n t  de c o m p l è t e r  c e s  r é s u l t a t s  p a r  

une é t u d e  p l u s  f i n e  a f i n  de f a i r e  a p p a r a i t r e  d ' u n e  f a ç o n  p l u s  

é v i d e n t e  l e s  r e l a t i o n s  t a x o n o m i q u e s  de l a  s o u c h e - t y p e  C17. 



TROISIEME PARTIE 

ETUDE P A R T I C U L I E R E  DU PHENON 3 : 

A P P L I C A T I O N  DES T E C H N I Q U E S  D ' H Y B R I D A T I O N  DES A.D.N. 



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

La c o m p a t i  b i  1 i t é  de s é q u e n c e s  n u c l é o t i  d i q u e s  ( e n c o r e  

a p p e l é e  h y b r i d a t i o n ,  h o m o l o g i e ,  r é a s s o c i a t i o n ,  appar iemmen t..., 

a u t a n t  de t e r m e s  p o u v a n t  p r ê t e r  à c o n f u s i o n  a v e c  l a  t e r m i n o l o -  

g i e  de l a  b i o l o g i e  g é n é r a l e )  a  é t é  é t u d i é e  d e p u i s  1961 .  A c e t t e  

époque,  c e s  t r a v a u x  é t a i e n t  a c c e p t é s  a v e c  r é t i c e n c e  p a r  l e s  t a -  

xonomi s t e s  b a c t é r i e n s ,  mai s  a c t u e l  l e m e n t '  l e u r  v a l  i d i t é  e t  l e u r  

u t i  l  i t é  e n  t a n t  q u e  c r i t è r e  c o m p l é m e n t a i r e  à l a  d é t e r m i n a t i o n  

des  $ G C  e t  a u x  a n a l y s e s  p h é n o t y p i q u e s  ne s o n t  p l u s  m i s e s  e n  

d o u t e .  

Les t e c h n i q u e s  d ' h y b r i d a t i o n  m o l é c u l a i r e  s o n t  b a s é e s  

s u r  l a  p r o p r i é t é  de r e n a t u r a t i o n  d ' u n  A.D.N. d é n a t u r é  e t  s u r  

l a  s p é c i f i c i t é  de r é a s s o c i a t i o n  des s é q u e n c e s  de b a s e s  comp l é -  

m e n t a i r e s  de c h a q u e  c h a î n e  d'A.D.N. 

Les A.D.N. de s o u c h e s  b a c t é r i e n n e s  t a x o n o m i q u e m e n t  

t r è s  p r o c h e s  s ' h y b r i  d e r o n t  p r e s q u e  comp 1 è t e m e n t  a  l o r s  que c e u x  

des s o u c h e s  de p a r e n t é  é l o i g n é e  s ' h y b r i d e r o n t  m o i n s .  P a r  c o n s é -  

q u e n t ,  p l u s  l ' h y b r i d a t i o n  e s t  c o m p l è t e ,  p l u s  l e  d e g r é  d 1 h o m o l o -  

g i e  e s t  é l e v é  (STAL-EY e t  COLWELL, 1 9 7 3 ) .  

Dans l a  p l u p a r t  des p r o c é d é s  e m p l o y é s  p o u r  é t u d i e r  

c e s  h y b r i  d a t i o n s ,  I  'A.D.N. d ' u n  o u  p l u s i e u r s  o r g a n i s m e s  e s t  

r e n d u  r a d i o a c t i f ,  p u i s  i 1 e s t  f r a g m e n t é  e t  d é n a t u r é  : c ' e s t  

l ' A . D . N .  "de r é f é r e n c e " .  I I  e s t  e n s u i t e  m i s  e n  p r é s e n c e  d'A.D.N. 

non marqué,  non f r a g m e n t é  ma i s  éga l e m e n t  d é n a t u r é  p r o v e n a n t  s o i t  

du  même o r g a n i s m e  ( h y b r i d a t i o n  h o m o l o g u e )  s o i t  d ' u n  a u t r e  ( h y -  

b r i d a t i o n  h é t é r o l o g u e ) .  P l a i n t e n u s  à une t e m p é r a t u r e  p r é c i s e  d i t e  

t e m p é r a t u r e  d l h y b r i  d a t i o n ,  v a r i a n t  se  I o n  l a  c o m p o s i t i o n  n u c l é o -  

t i d i q u e  des A.D.N., des m o l é c u l e s  h y b r i d e s  r a d i o a c t i v e s  p e u v e n t  

a i n s i  s e  f o r m e r .  E l  l e s  s o n t  s é p a r é e s  des  f r a g m e n t s  d'A.D.N. 

n ' a y a n t  p a s  r é a g i  e t  l a  c o m p a t i  b i  l i t é  des  deux  A.D.N. e s t  d é d u i t e  

q u a n t i t a t i v e m e n t  du  r a p p o r t  e n t r e  l e  d e g r é  de r é a s s o c i a t i o n  de 

l ' A . D . N .  h é t é r o l o g u e  e t  c e l u i  de l a  r é a c t i o n  h o m o l o g u e .  

Les p r e m i  è r e s  i n v e s t i  g a t i o n s  c o n c e r n a n t  c e t t e  r é a s s o -  

c i a t i o n  s o n t  c e l l e s  de SCHILDKRAUT e t  c o l l .  ( 1 9 6 1 ) .  E l l e s  c o n -  



s i s t a i e n t  à i n c o r p o r e r  un i s o t o p e  r a d i o a c t i f  à un A.D.N. e t  à 

s é p a r e r  l e s  m o l é c u l e s  h y b r i d e s  f o r m é e s  p a r  une c e n t r i f u g a t i o n  

en g r a d i e n t s  de d e n s i t é .  P a r  l a  s u i t e ,  c e t t e  mé thode  a  é t é  p e u  

u s i t é e  e n  t a x o n o m i e  b a c t é r i  enne e t  d ' a u t r e s  p r o c é d é s  de s é p a r a -  

t i o n  de I  'A.D.N. h y b r i d e  o n t  é t é  d é c r i t s  (STALEY e t  COLWELL, 

1 9 7 3 ) .  

La s é p a r a t i o n  o u  l e  p i é g e a g e  des  m o l é c u l e s  h y b r i d e s  a  

é v o l u é  s u r t o u t  v e r s  l ' e m p l o i  de membranes f i  l t r a n t e s  e n  n i t r o -  

ce l l a l o s e  (DEN HARDT, 1966)  e t  de c o l o n n e s  d l h y d r o x y a p a t  i t e  

ÇBERNARDI, 1965 e t  MIYAZAWA e t  THOMAS, 1 9 6 5 ) .  Ces d e u x  p r o c é d é s  

o n t  l e u r s  a v a n t a g e s  e t  l e u r s  i n c o n v é n  i e n t s  p r o p r e s  e t  t o u s  d e u x  

s o n t  r e p r o d u c t i b l e s  en d o n n a n t  des r é s u l t a t s  à 5  % p r è s  (BRENNER, 

1 9 7 3 ) .  

Nous a v o n s  c h o i s i  l a  m é t h o d e  des  membranes f i  l t r a n t e s  

e n  n i t r o c e l l u l o s e  q u i  p r é s e n t e  l ' a v a n t a g e  d ' ê t r e  p e u  o n é r e u s e  

e t  s u r t o u t  de p e r m e t t r e  d ' e f f e c t u e r  en même temps  p l u s i e u r s  e x p é -  

r i e n c e s  d ' h y b r i d a t i o n  s u r  des A.D.N. d i f f é r e n t s .  E l  l e  c o n s i s t e ,  

en  résumé, à i m m o b i l i s e r  p a r  f i l t r a t i o n  s u r  une membrane e n  n i t r o -  

c e l l u l o s e , d e  l 'A .D .N .  en  c h a î n e s  m o n o h é l i c o ï d a l e s  de p o i d s  m o l é -  

c u l  a i r e  é l e v é .  La  membrane c h a r g é e  d 'A.D.N. ,  séchée ,  e s t  p l a c é e  

dans un r é c i p i e n t  c - o n t e n a n t  une s o l u t i o n  d'A.D.N. m a r q ~ é ( ~ ~ - ~ . ~ . N . )  

f r a g m e n t é  e t  d é n a t u r é .  L ' h o m o l o g i e  e s t  c a l c u l é e  e n  c o n s i d é r a n t  

l e  p o u r c e n t a g e  de l a  r a d i o a c t i v i t é  de l 'A .D.N.  i m m o b i l i s é  s u r  

l a  membrane dans  l e  s y s t è m e  h é t é r o l o g u e  p a r  r a p p o r t  à c e 1  l e  d u  

s y s t è m e  h o m o l o g u e .  t3H-A. D.F.4. e n  s o l  u t i o n  e s t  à une c o n c e n t r a t i o n  

t r è s  f a i b l e ,  10  à 20  f o i s  i n f é r i e u r e  à c e l l e  de I T A . D . N . a d h é r a n t  

au  f i  l t r e  a f i n  de m i n i m i s e r  l a  p r o p r e  r é a s s o c i a t i o n  des f r a g m e n t s  

marqués  e t  donc  d ' a u g m e n t e r  I  ' h y b r i d a t i o n  s p é c i f i q u e  des b r i n s  

marqués  e t  non m a r q u é s .  

De n o m b r e u x  p a r a m è t r e s  p e u v e n t  a f f e c t e r  p l  us o u  m o i n s  

s e n s i b l e m e n t  l a  r é a s s o c i a t i o n  de I  'A.D.N.. S i  l a  t a i  l l e  des  f r a g -  

men ts  d t 3 ~ t ~ . D . N .  e t  l a  f o r c e  i o n i q u e  du  m i  l i e u  d l  i n c u b a t i o n  

p e u v e n t  v a r i e r  a s s e z  l a r g e m e n t  s a n s  i n f  l u e n c e r  de f a ç o n  s i g n i  f i -  

c a t i v e  l e s  r é s u l t a t s ,  p a r  c o n t r e ,  l e s  v a l e u r s  d ' h o m o l o g i e  

p e u v e n t  v a r i e r  c o n s i d é r a b l e m e n t  s e l o n  l e  d e g r é  de p u r e t é  des  p r é -  

p a r a t i o n s  d'A.D.N. e t  s e  I o n  l a  t e m p é r a t u r e  d l  i n c u b a t i o n  (BRENNER, 

1 9 7 3 ) .  
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MATER1 EL ET METHODES 

La m é t h o d e  de p i é g e a g e  de I  'A .D .N .  h y b r i d e  s u r  d e s  

membranes  f i l t r a n t e s  de n i t r o c e l l u l o s e  r e p o s e  s u r t o u t  s u r  l e s  

p r i n c i p e s  e x p o s é s  p a r  G I  LLESPIE e t  SPIEGELFJIAN- ( 1 9 6 5 )  e t  s u r  

l e s  m o d i  f  i c a t i o n s  a p p o r t é e s  p a r  DENHARDT ( 1 9 6 6 ) .  

1 .  METHODOLOGIE DE L 'HYBRIDATION 

Une e x p é r i e n c e  d l h y b r i  d a t i o n  c o m p r e n d  p  l  u s  i e u r s  é t a p e s  r é s u m é e s  

s c h é m a t i q u e m e n t  p a g e  c i - c o n t r e .  

a )  E x t r a c t i o n  e t  D u r i f i c a t i o n  d e s  A.D.N. 

Tous  l e s  A.D.N. b a c t é r i e n s  r e t e n u s  p o u r  c e t t e  é t u d e  : 

c e u x  d e  C 1 7  ( l a  s o u c h e - t y p e ) ,  de B a c t e r i  um a n i t r a t u m  ( B A S ) ,  de 

X a n t h o m o n a s  v a s c u  l  o r u m  ( X A V ) ,  d l A g r o b a c t e r i  um r h  i z o g e n e s  (AGRI  

e t  de Pseudornonas m a l t o p h i  l i a  (PSM) o n t  é t é  e x t r a i t s  s e l o n  l a  

m é t h o d e  de M a r m u r  mod i  f i é e  ( e n  p a r t i c u l  i e r  t r a i t e m e n t  s u p p l é r n e n  

t a i  r e  a v e c  l a  p r o t é a s e  d ' a p r è s  G I  LI-ESPIE e t  SPIEGELMAN, 1 9 6 5 )  

m e n t i o n n é e d a n s  l a  2ème p a r t i e  de c e  mémoi r e .  

L e u r  c o n s e r v a t i o n  s ' e f f e c t u e  à 4OC d a n s  l a  s o l u t i o n  

sa1  i n e  c i t r a t e  s t a n d a r d  (SSC x 1 )  e n  p r é s e n c e  de q u e l q u e s  g o u t t e s  

de c h  l o r o f o r m e .  L1é - l  i m i  n a t i o n  d e s  mo l é c ~ l e s  o r g a n i q u e s  c o n t a -  

m i n a n t e s  e s t  o p é r é e  p a r  d i a l y s e  à 4OC ( 1  v .  de s o l u t i o n  d 'A .D.N.  

c o n t r e  5 0 0  v.  d e  SSC x  1 ) .  T o u t e f o i s ,  à l a  d i f f é r e n c e  de KR lEG 

e t  LOCKHART ( 1 9 7 0 1 ,  c e t t e  d i a l y s e  n ' e s t  m a i n t e n u e  que  p e n d a n t  

24  h .  E l  l e  e s t  r é a l  i s é e  j u s t e  a v a n t  l a  p o u r s u i t e  des  o p é r a t i o n s  

a f i n  d ' é l i m i n e r  t o u t  p r o b l è m e  de s t o c k a g e  a p r è s  l a  d i a l y s e .  

b )  D é n a t u r a t i o n  e t  immob i  l  i s a t i o n  des  A.D.N. 

A p r è s  d i a l y s e ,  l e s  s o l u t i o n s  d 'A .D.N.  s o n t  d i l u é e s  

a u  1 a v e c  de l ' e a u  b i d i s t i  l  l é e  a f i n  de f a c i l i t e r  l a  d é n a t u r a t i o n  - 
1 O t h e r m i q u e  q u i  s e  d é r o u l e  a u  b a i n - m a r i e  b o u i  l  l a n t  p e n d a n t  10  mn. 

E l l e s  s o n t  e n s u i t e  r e f r o i d i e s  r a p i d e m e n t  e n  l e s  p l o n -  

g e a n t  d a n s  de l a  g l a c e  p i  l é e .  On y  a j o u t e  a l o r s  de l a  SSC d ' u n e  

c o n c e n t r a t i o n  e t  d ' u n  v o l u m e  t e l s  que  I 1 A . D . N .  s e  t r o u v e  f i n a l e -  

m e n t  e n  s o l u t i o n  dans  u n e  SSC x  6  ( G I L L E S P I E  e t  S P I E G E L I ~ A ~ $ ( ~ ; , ~ . ~ ~ ~  
i LI*\ 

e t  JOHNSON e t  c o l  l ., 1 9 7 0 ) .  En e f f e t ,  l o r s q u e  l ' A . D . N .  est\,e.n. 

s o l  u t i o n  dans  u n e  SSC x  6,  i l  a d h è r e  d a v a n t a g e  à l a  membrane que  

dans  .une SSC x 2, q u e l q u e f o i s  u t i  l i s é e  ( G I  LLESPIE e t  SPIEGELMAN, 

1 9 6 5 ) .  



Chaque s o l u t i o n  d 'A .D.N.  e s t  f i l t r é e  l e n t e m e n t  s u r  une 

membrane f i  l t r a n t e  de n i t r o c e l  l u l o s e  ( M i  l l  i p o r e  HAWP - 4 7  mm de 

@ - 0 ,45  p )  p r é a l a b l e m e n t  t r e m p é e  d a n s  de l a  SSC x  6 p e n d a n t  une  

n u i t  a u  r é f r i g é r a t e u r  (COOPER, 1 9 7 2 ) .  La  v i t e s s e  de f i l t r a t i o n  

e s t  r é g u l é e  p a r  u n e  pompe à e a u  : 3 à 4  mn p o ü r  f i l t r e r  2 0  à 4 0  

m l .  de s o l u t i o n  d ' A . D . N .  d é n a t u r é  (COOPER, 1 9 7 2 ) .  Chaque f i  l t r e  

e s t  e n s u i t e  l a v é  a v e c  3 0  m l .  de SSC x  6, f i  l t r é s  l e n t e m e n t .  

Le v o l u m e  de l a  s o l u t i o n  d 'A .D.N.  d é n a t u r é  à f i l t r e r  

e t  l a  c o n c e n t r a t i o n  de l a  s o l u t i o n  d 'A .D.N.  i n i t i a l e  s o n t  f i x é s  

e n  f o n c t i o n  de l a  q u a n t i t é  d 'A .D .N .  à i m m o b i l i s e r  s u r  f i l t r e  

( 1 0 0  à 2 0 0  p g ) .  

Nous a v o n s  e s t i m é  l a  q u a n t i t é  d 'A .D.N.  f i x é  s u r  u n e  

membrane e n  m e s u r a n t  l a  d e n s i t é  o p t i q u e  à 2 6 0  nm. de l a  s o l  u t i o n  

a v a n t  e t  a p r è s  f i  l t r a t i o n ,  comme l e  s i g n a l e n t  DE LEY e t  T I J T G A T  

( 1 9 7 0 ) .  Nous n ' a v o n s  o b t e n u  q u ' u n e  e f f i c i e n c e  de c h a r g e  de 6 0  à 

7 0  $ a  l o r s  q u ' e  l l e  e s t  é v a  l  uée à 9 5 - 9 6  % e n v i  r o n  p a r  DENHARDT 
7 

( 1 9 6 6 )  e t  G l B B l N S  e t  GREGORY ( 1 9 7 2 ) .  S e l o n  G ILLESPIE  ( 1 9 6 8 1 ,  l a  

m a u v a i s e  f i x a t i o n  de I 'A.D.N. s u r  l e  f i  l t r e  p e u t  s ' e x p l  i q u e r ,  s o i t  

p a r  une  f r a g m e n t a t i o n  d e s  m o l é c u l e s  p e n d a n t  1 ' e x t r a c t i o n  e t  l a  

p u r i  f i c a t i o n ,  s o i t  p a r  u n e  d é n a t u r a t i o n  i n c o m p l è t e .  La p r e m i è r e  

r a i s o n ,  s u r t o u t ,  s e m b l e  l a  c a u s e  de c e  d é f i c i t  de c h a r g e  q u e  n o u s  

a v o n s  c o n s t a t é .  En e f f e t ,  une d é n a t u r a t i o n  i n c o m p  t è t e  e s t  p e u  

p r o b a b l e  c a r  e l  l e  e s t  e f f e c t u é e  s u r  des  s o l u t i o n s  p e u  c o n c e n t r é e s  

e n  A.D.N. e t  a v e c  un t a m p o n  de f a i b l e  f o r c e  i o n i q u e .  

Chaque e x p é r i e n c e  d ' h y b r i d a t i o n  e s t  accompagnée  de  

f i  l t r e s  " b l a n c s "  t r a i t é s  de l a  même f a ç o n ,  m a i s  s a n s  ê t r e  c h a r g é s  

d 'A .D.N.  

De f a ç o n  à é v i t e r  l a  r e n a t u r a t i o n  de I  'A.D.N., l e s  

membranes  s o n t  e n s u i t e  s é c h é e s  d a n s  un d e s s i c a t e u r  s o u s  v i d e  à 

t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  p e n d a n t  4  h . ,  p u i s  à 80°C p e n d a n t  2  h .  

( G I L L E S P I E  e t  SPIEGELMAN, 1 9 6 5 ) .  E l l e s  s o n t  e n f i n  c o n s e r v é e s  

dans  c e  d e s s i c a t e u r  à 1  obscurité, à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e ,  

j u s q u ' à  1 ' é t a p e  s u i  v a n t e  ( G I B B I N S  e t  GREGORY, 1 9 7 2 ) .  

c l  M a r q u a g e  de l 'A .D .N .  "de  r é f é r e n c e "  (Cl,) 

L 1  i s o t o p e  l e  p  1 u s  c o u r a m m e n t  e m p l o y é  p o u r  m a r q u e r  

r a d i o a c t i  vemen t  1 'A .D .N.  "de  r é f é r e n c e "  e s t  l e  l 4 c  (HEBERLE 1 N, 

1967  7 COOPER, 1 9 7 2  - G l B B l N S  e t  GREGORY, 1972  - DE LEY e t  c o l l . ,  

1 9 7 3 ) .  Nous  a v o n s  c e p e n d a n t  p r é f é r é  l e  3 ~ ,  p a r c e  q u '  i I p r é s e n t e  

l e  m o i n s  d '  i n c o n v é n i e n t s ,  e t  i n c o r p o r é  de l a t h y m i  d i n e  t r i t i é e  a u  



m i  l i e u  de c u l t u r e  d a n s  des  p r o p o r t i o n s  s i m i  l a i r e s  à FilURATA 
1 

e t  STARR ( 1 9 7 3 ) .  

Dans l e  c a d r e  de n o s  t r a v a u x ,  l ' A . D . N .  l 'de r é f é r e n c e "  

e s t  t o u j o u r s  c e 1  u i  de CI7. Un i n o c u l  um de 10 ml de c e t t e  

s o u c h e  e s t  d ' a b o r d  p r é p a r é  d a n s  l e  m i  1 i e u  B  ( c o m p o s i t i o n  

p .  31 e t ,  a p r è s  une n u i t  d ' i n c u b a t i o n  à 28OC, i l  e s t  i n t r o -  

d u i t  d a n s  un e r l e n  r e n f e r m a n t  3 0 0  ml de c e  même m i  l i e u  a d d i -  

t i o n n é  s t é r i  l e m e n t  de 3 ~ - t h y m i d i n e  ( C E A - F r a n c e )  à r a i s o n  de  

3  p C i / m l .  A p r è s  une  q u i n z a i n e  d ' h e u r e s  d l  i n c u b a t i o n  à 2 8 O C  

s u r  t a b l e  d ' a g i t a t i o n ,  I 1 A . D . N .  m a r q u é  de C 1 7  e s t  e x t r a i t  e t  

p u r i f i é .  

On v é r i f i e  à c h a q u e  f o i s  I  ' i n c o r p o r a t i o n  de l a  3 ~ -  

t h y m i d i n e  d a n s  I 1 A . D . N .  de C 1 7  e n  m e s u r a n t  l ' a c t i v i t é  s p é c i -  

f i q u e  de c e l u i - c i  p a r  c o m p t a g e  e n  s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e .  On 

e n r e g i s t r e  e n  moyenne 9 . 0 0 0  à .  1 0 . 0 0 0  cpm/pg  d r 3 H - ~ . ~ . ~ . ,  c e  

q u i  e s t  s a t i s f a i s a n t  e t  a s s e z  p r o c h e  de l ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  

donnée  p a r  MURATA e t  STARR ( 1 9 7 3 )  e t  SOTTILE e t  c o l l .  ( 1 9 7 3 ) .  

d )  F r a ç m e n t a t i o n  e t  d é n a t u r a t i o n  'de 1 'A .D .N.  m a r q u é  

T r o i s  m é t h o d e s  de f r a g m e n t a t i o n  de I 'A.D.N. m a r q u é  

s o n t  s i g n a l é e s  p a r  SEIDLER e t  MANDEL ( 1 9 7 1 )  e t  s o n t  d i v e r s e -  

m e n t . e m p l o y é e s  : 

- p a r  c o m p r e s s i o n  à t r a v e r s  "une  a i g u i  l l e "  (STRAUS 

e t  BONNER, 1 9 7 2 )  

- p a r  c o m p r e s s i o n  à t r a v e r s  une  c e  l l  u l e  de F r e n c h  

(SEIDLER e t  MANDEL, 1971 - DE LEY e t  c o l  1 .  1 9 7 3 )  

: p a r  a c t i o n  des  u l t r a s o n s  (FIIYAZAWA e t  c o l  1 ., 1965 - 
GROSS e t  WAYNE, 1 9 7 0  - GIBB INS  e t  GREGORY, 1972  - MURATA e t  

STARR, 1 9 7 3  - SOTTILE e t  c o l l .  1 9 7 3 )  

C ' e s t  c e  d e r n i e r  p r o c é d é  q u e  n o u s  a v o n s  u t i  1 i s é ,  

m a i s  s a n s  p o u v o i r  t e n i r  c o m p t e  d e s  i n d i c a t i o n s  de d u r é e  e t  

d ' a m p l i t u d e  d e s  u l t r a s o n s  f o u r n i s  p a r  c e s  a u t e u r s  p u i s q u e  

n o u s  n e  d i s p o s i o n s  p a s  du même a p p a r e i  1 .  Ces p a r a m è t r e s  

s e r o n t  d é f i n i s  d a n s  l e  p a r a g r a p h e  s u i v a n t  de m i s e  a u  p o i n t  

de l a  m é t h o d e .  

Le  p a s s a g e  a u x  u l t r a s o n s  s e  f a i t  t o u j o u r s  s u r  de  

p e t i t e s  q u a n t i t é s  de s o l u t i o n s  d f 3 H - ~ . ~ . N .  ( 1  m l )  d a n s  d e s  

t u b e s  à h é m o l y s e  p l o n g é s  d a n s  de l a  g l a c e  p i l é e  (GROSS e t  

WAYNE, 1 9 7 0 ) .  

A p r è s  s t a b i  l i s a t i o n  p e n d a n t  un s é j o u r  d 1  a u  m o i n s  



24 h .  a u  r - é f r i g é r a t e u r ,  c e t  3 ~ - ~ . ~ . N .  f r a g m e n t é  e s t  d é n a t u r é  

a u  b a i n - m a r i e  b o u i  l  l a n t  p e n d a n t  15 mn. I I  e s t  e n s u i t e  i m m é d i a -  

t e m e n t  r e f r o i d i  e n  p l a ç a n t  l a  s u s p e n s i o n  d a n s  de l a  g l a c e  e t  

e n  a j o u t a n t  1 m l  de SSC x 3 f r o i d e  de f a ç o n  à c e  que  1 1 3 ~ - A . D . N .  

s o i t  f i n a l e m e n t  e n  s o l u t i o n  dans  SSC x 2. 

e )  H v b r i  d a t i o n  o r o ~ r e m e n t  d i t e  

5 P o u r  é v i t e r  I  ' a d s p o r t i o n  des  f r a g m e n t s  d l  H-A.D.N. 

n o n  h y b r i d é s  s u r  l a  membrane,  i l  f a u t  e f f e c t u e r  une p r é i n c u -  

b a t i o n  des  f i  l  t r e s  e n  p r é s e n c e  d ' a l  bumi  n e  (DENHARDT, 1 9 6 6 ) .  

Chaque membrane f i  l t r a n t e  s é c h é e  e s t  p l a c é e  a u  f o n d  

d ' u n  b é c h e r  de 1 0 0  m l ,  l a  f a c e  c h a r g é e  v e r s  l e  d e s s u s .  E l l e  

e s t  r e c o u v e r t e  a v e c  une  SSC x 2 a d d i t i o n n é e  d ' a l b u m i n e  b o v i n e  

( S i g m a )  à une c o n c e n t r a t i o n  de 0 ,02  %. Le  v o l u m e  de c e  m i  l i e u  

de p r é i n c u b a t i o n  s e r a  d é f i n i  p l u s  l o i n .  

Ce p r é t r a i t e m e n t ,  que  s u b i s s e n t  é g a l e m e n t  l e s  f i  l t r e s  

" b l a n c s 1 ' ,  d u r e  6  h .  a u  b a i n - m a r i e  à 65OC (MURATA e t  STARR, 

1 9 7 3  - STALEY e t  COLWELL, 19731,  l e s  b é c h e r s  é t a n t  h e r m é t l -  

q u e m e n t  b o u c h é s  p c u r  é v i t e r  l ' é v a p o r a t i o n .  

A c e  m i  l i e u  de p r é i  n c u b a t i o n  e s *  e n s u i  t e  a j o u t é ,  s u r  

c h a q u e  f i  l t r e , y  c o m p r i s  l e s  " b l a n c s " ,  0.1 m l  d t 3 ~ - A D ~  f r a g m e n t é  

e t  d é n a t u r é ,  s o i t  Z 3  p g .  L ' i n c u b a t i o n  e s t  a l o r s  p o u r s u i v i e  

p e n d a n t  une  d u r é e  q u e  n o u s  p r é c i s e r o n s  p l  us  l o i n .  

T h é o r i q u e m e n t ,  l a  t e m p é r a t u r e  d '  i n c u b a t i o n  p e r m e t t a n t  

l ' h y b r i d a t i o n  m a x i m a l e  e s t  i n f é r i e u r e  a u  Tm (SSC x 1 )  de 25  à 

30°C (BRENNER, 1 9 7 3 ) .  

P r a t i q u e m e n t ,  comme c e  Tm n ' a  p a s  p u  ê t r e  d é t e r m i n é  

d a n s  l a  SSC x 1 p o u r  l ' A . D . N .  de C 1 7 ,  n o u s  I  ' a v o n s  d é d u i t  de  

l a  v a l e u r  moyenne d u  % GC ( 6 5  $ 1  c a l c u l é  p .  47  en  e m p l o y a n t  

l a  r e l a t i o n  de MARMUR e t  DOTY ( 1 9 6 2 )  d é j à  c i t é e  p .  3 8  , s o i t  

Tm (SSC x  1 1 %  9b°C.  

L e s  p r e m i e r s  e s s a i s  d ' h y b r i d a t i o n  o n t  d o n c  é t é  

e f f e c t u é s  à N 7 1 ° C  ( 9 6 '  - 2 5 )  O U  à 2 66OC ( 9 6 '  - 3 0 ) .  

f )  L a v a g e s  e t  m e s u r e  de l a  r a d i o a c t i v i t é  

L o r s q u e  I ' i n c u b a t i o n  e s t  t e r m i n é e ,  l e s  b é c h e r s  c o n t e -  

n a n t  l e s  f i l t r e s  s o n t  s o r t i s  du b a i n - m a r i e  e t  l e s  f i l t r e s  s o n t  

dé1 i c a t e m e n t  l a v é s  p a r  t r e m p a g e  d a n s  25 m l .  de SSC x 2 (JOHNSON 

e t  c o l l . ,  1 9 7 0 ) .  



Chaque f i  l t r e  e s t  e n s u i t e  r o u l é  e t  p l o n g é  d a n s  

un f l a c o n  à s c i n t i  l l a t i o n  r e n f e r m a n t  15 m l .  d u  l i q u i d e  s c i n t i  l -  

l a n t  de  KENNEDY. A p r è s  s t a b i  l i s a t i o n ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  mesu ré t  

e t  l e  p o u r c e n t a g e  d f h y b r i  d a t i o n  e n s u i  t e  é v a l  ué  : 

cpm. s u r  f i  l t r e  avec A.D.N. hé té ro logue  - cpm s u r  f i  l t r e  "blancIf 
x 100 

cpm. s u r  f i l t r e  avec A.D.N. hom logue  - c p m s u r  f i l t r e  "blanc" 

2 .  MI SE AU P o l  NT DE LA METHODE 

a )  D é t e r m i  n a t i o n  d e s  p a r a m è t r e s  d ' a c t i o n  des  u  l  t r a s o n s  

I l s  s o n t  e s s e n t i e l  l e m e n t  r e p r é s e n t é s  p a r  l a  d u r é e  e t  

l ' i n t e n s i t é  de l ' a p p l i c a t i o n  des  u l t r a s o n s  é m i s  p a r  un d é s i n t é -  

g r a t e u r  à u l t r a s o n s  (MSE-150 W a t t )  é q u i p é  d ' u n e  m i c r o s o n d e  a u  

t i t a n e  ( @  3 mm à s o n  e x t r é m i t é ) .  

l a  d u r é e  des  u l  t r a s o n s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

P o u r  l a p r e m i  è r e  s é r i e  d ' e x p é r i e n c e s ,  une  amp l i t u d e  

c o n s t a n t e  de v i b r a t i o n s  u l t r a s o n i q u e s  é g a l e  à 1 2 ~  e s t  a p p l  i q u é e  
3  à une  s u s p e n s i o n  d '  H-A.D.N. e x t r a i t  de C  p e n d a n t  15, 3 0  o u  

3 17 
6 0  s e c o n d e s .  L' H-A.D.N. e s t  e n s u i t e  d é n a t u r é  e t  m i s  e n  p r é s e n c e  

de f i l t r e s  " b l a n c s " ,  m a i s  t r a i t é s  s e l o n  l a  m é t h o d o l o g i e  d é c r i t e  

p l u s  h a u t .  

A p r è s  u n e  i n c u b a t i o n  de 2 4  h .  à 7 1 ° C ,  l e s  f i  l t r e s  s o n t  

l a v é s  d e u x  f o i s  d a n s  une  SSC x  2, p u i s  i l s  s o n t  c o u p é s  e n  2 

p a r t i e s  é g a l e s ,  u n e  des  m o i t i é s  de c h a c u n  d ' e u x  s u b i s s a n t  un  

3e l a v a g e  p r o l o n g é  dans  une  SSC x  2 .  

L a  r a d i o a c t i v i t é  de c h a q u e  1 f i l t r e  e s t  d é t e r m i n é e  - 
e n  s c i n t i  l  l a t i o n  l i q u i d e .  2  

Tableau 12 

2  l a v a g e s  

3 l a v a g e s  

I 
Radioact i  v i  t é  en cpm retenue p a r  des f i  l t r e s  i ncubés en présence 

3 2 
d f  H-A.D.N. ayant  subi  une soni  c a t i o n  pendant des durées d i f f é r e n t e s  

Temps de s o n l c a t i o n  

e n  s e c o n d e s  

15 

5 6 1 3  

2 0 7 2  

3 0  

1962  

1878  

6 0  

766  

6 8 3  



Du t a b l e a u  12, on  p e u t  d é d u i r e  que l ' a d s o r p t i o n  non 

s p é c i f i q u e  de I t 3 H - A . D . N .  a u x  f i l t r e s  e i t  m i n i m a l e  p o u r  une s o n i -  

c a t i o n  de 60 s e c o n d e s  e t  que,  d a n s  c e s  c o n d i t i o n s ,  un l a v a g e  

s u p p l é m e n t a i r e  n ' a p p o r t e  g u è r e  d ' e f f e t  n o t a b l e .  

- 1 ' a m e l  i t u d e  d e s  v i b r a t i o n s  u l t r a s o n i q u e s  ---- ............................... --- 

P o u r  l a  2ème s é r i e  d ' e x p é r i e n c e s ,  de l i3H-A.D.N. de 

C I 7  s u b i t ,  p e n d a n t  60  secondes ,  I ' a c t i o n  des  v i b r a t i o n s  u l t r a -  

s o n i q u e s  d ' u n e  a m p l i t u d e  de 12p o u  de 2 0 p  . Des f i l t r e s  l ' b l ancs l '  

s p n t  i n c u b é s  p e n d a n t  24 h .  à 71°C a v e c  1 m l  de SSC x  2  a d d i t i o n n é  

de 0 , l  m l  de c e t  3 ~ - ~ . ~ . ~ .  d é n a t u r é .  I l s  s o n t  l a v é s  2  f o . i s  dans  

une SSC x 2, a v a n t  d ' ê t r e  s o u m i s  a u  c o m p t a g e .  

- a m p l i t u d e  de 1 2 p  : 

213  - 161 - 145 cpm r e t e n u e  p a r  l e s  f i  l t r e s .  

- a m p l i t u d e  de 2 0 p  : 

881 - 2 2 7  - 258  cpm r e t e n u e  p a r  l e s  f i  l t r e s .  

De c e s  r é s u l t a t s  on p e u t  c o n c l u r e  q u ' u n e  ampl i t u d e  

des v i  b r a t i o n s  u  l t r a s o n i  q u e s  é l e v é e  a  p  l  u t ô t  t e n d a n c e  à a u g m e n t e r  
3  1 ' a d s o r p t i o n  de I l  H-A.D.N. s u r  l e s  f i l t r e s  (MURATA e t  STARR, 

1 9 7 3 )  a l o r s  q u '  i 1 c o n v i e n t  de I  ' é v i t e r ,  c e  que c o n f i r m e r o n t  l e s  

t a b l e a u x  13 e t  14. - 

A l a  s u i t e  de c e s  e x p é r i e n c e s ,  I v 3 H - A . D . N .  de Cl, 

s e r a  donc  t o u j o u r s  s o u m i s  a u x  u l t r a s o n s  de la 'même m a n i è r e  : 

p e n d a n t  6 0  S .  a v e c  une ampl i t u d e  de v i b r a t i o n s  de 1 2 p  . 
b )  D é t e r m i n a t i o n  des c o n d i t i o n s  d ' i n c u b a t i o n  p e r m e t t a n t  

C e t t e  é t a p e  e s t  l a  p l u s  d é l i c a t e ,  l a  m o i n d r e  v a r i a t i o n  

d l  un p a r a m è t r e  p o u v a n t  a v o i  r une i n f  1 uence  c o n s i d é r a b l e .  A u s s i  

d e v o n s - n o u s  p r é c i s e r  dans  c e t t e  m i s e  au  p o i n t  l e s  c o n d i t i o n s  

d ' i n c u b a t i o n .  

- l a  d u r é e  -------- 
3  

Des e s s a i s  p r é a l a b l e s  d ' h y b r i d a t i o n  e n t r e  1 '  H-A.D.N. 

de C I7  e t  des  A.D.N. homo logue  o u  h é t é r o l o g u e s  immobi  l i s é s  s u r  

des f i  l  t r e s  o n t  é t é  r é a l  i s e s  p o u r  2 d u r é e s .  d l  i n c u b a t i o n  : 24 h  

o u  46 h, à 71°C. 



- Tableau 13 - 
R a d i o a c t i v i t é ,  e n  cpm, des f i l t r e s  incubés à 71°C pour des 

3 
duré6 d i f f é r e n t e s ,  en  présence de l a  même q u a n t i t é  d1 H-A.D.N., 

dans 1  ml de mi l i e u  d l  i ncuba t i on .  

s o n i c a t i o n  

6 0  s 

l2 l' 

6 0  s 

l 2  P 

6 0  s  

L o r s q u e  1 '  i n c u b a t i o n  d u r e  46  h. ,  I ' a d s o r p t i o n  de 

I I ~ H - A . D . N .  s u r  l e s  f i  l t r e s  c h a r g é s  o u  n o n  d'A.D.N. a t t e i n t  

des  v a - l e u r s  b e a u c o u p  p l  us i m p o r t a n t e s  q u e  p o u r  2 4  h .  ( t a b l e a u  
3 1 3 ) .  Comme a t t e n d u ,  c e t  e f f e t  e s t  a c c r u  l o r s q u e  1 '  H-A.D.N. 

a  s u b i  une  s o n i c a t i o n  f o r t e  ( 2 0 p  1 .  

D ' a u t r e s  e s s a i s ,  e f f e c t u é s  p l u s  t a r d ,  o n t  d o n n é  

d e s  r é s u l t a t s  s i m i l a i r e s  e t  o n t  m o n t r é  q u ' u n  d e s s è c h e m e n t  

e t  un j a u n i s s e m e n t  d e s  f i  l t r e s  d e v e n a i e n t  p e r c e p t i  b l e s  p o u r  

d e s  i n c u b a t i o n s  d u r a n t  4 0  o u  46  h .  

2o 11 , l I I 

d u r é e  
d l  n c u b a t i o n  

2 4  h  

4 6  h  

4 6  h  

De c e  f a i t ,  n o u s  a v o n s  l i m i t é  d é f i n i t i v e m e n t  

l ' i n c u b a t i o n  à 24  h .  

- v o l u m e  du  m i  l i e u  de e r é i n c u b a t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

C o n s t a t a n t  c e t t e  t e n d a n c e  . a u  d e s s è c h e m e n t  d e s  

fS l t r e s ,  n o u s  a v o n s  e s s a y é  de d o u b l e r  l e  v o l u m e  du  m i  l i e u  

de p r é i n c u b a t i o n .  

"b  l 'an c l1  

2 3 2  

1 9 7 7  

- 

t y p e  d l h y b r i  d a t i o n  

C 1 7 - C 1 7  
homo l o g u e  

1328  

5 8 9 0  

7 9 2 3  

Cl 7-BAS 

h é t é r o l o g u e  

6 6 8  

3839  

4 0 2 8  



- Tableau 14 - 

v o l u m e  d u  
mi l i e u  de 
p r é i  n c u b a t i o n  

1 m l  

2  m l  

1 m l  

2  ml 

R a d i o a c t i v i t é ,  e n  cpm, des f i  l t r e s  incubés à 71 OC pendant 24 h. 
3 

e n  présence de l a  6 m e  q u a n t i t é  d' H-A.D.N. dans 1 ou  2 ml de 

mi l i e u  de p ré incuba t i on .  

Les  r é s u l t a t s  o b t e n u s  ( t a b l e a u  1 4 )  n o u s  p e r m e t t e n t  de  

s o n  i c a t i o n  

6 0  s  - 1 2 p  

6 0  s  - 1 2 p  

6 0  s  - 2 0  p 

6 0  s  - 2 0  p 

c o n c l  u r e  q u ' u n  v o l  urne doub  l e  de m i  l i e u  de p r é i n c u b a t i o n  p r o v o q u e  
3  u n e  d i m i n u t i o n  de I  ' a d s o r p t i o n  n o n  s p é c i f i q u e  de 1 '  H-A.D.N. P a r  

a i l l e u r s ,  i l s  c o n f i r m e n t  q u e  l e s  u l t r a s o n s  d ' a m p l i t u d e  é l e v é e  

( 2 0  p 1 s o n t  d é f a v o r a b l e s .  

3  - _ _ _ _  une  q u a n t i t é  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  d o u b l e  d '  H-A.D.N. i n c o r p o r é e  a u  m i  l i e u  d 1 i n c u -  

b a t i o n  n o u s  a  m o n t r é ,  comme o n  p o u v a i t  s ' y  a t t e n d r e ,  q u ' e l  l e  

e n t r a î n a i t  une d i m i n u t i o n  de  1 ' h y b r i d a t i o n ,  p r o b a b l e m e n t  p a r  

p r o p r e  r é a s s o c i  a t i o n  d e s  f r a g m e n t s  d t 3 ~ - ~ . ~ . ~ .  

- -------------- une i n c u b a t i o n  à 66OC d é t e r m i n e  un p o u r c e n t a g e  de r a d i o a c t i v i t é  

p l u s  é l e v é  p o u r  l e s  f i l t r e s  c h a r g é s  d 'A .D.N.  (de I ' o r d r e  de 25  à 

35 % ) q u e  p o u r  une  i n c u b a t i o n  à 71°C.  C r a i g n a n t  q u e  c e l a  s o i t  l e  

r é s u l t a t  d ' u n e  r é a s s o c i a t i o n  n o n  s p é c i f i q u e ,  n o u s  a v o n s  f i x é  l a  

t e m p é r a t u r e  à 71°C. En e f f e t ,  p l u s  l a  t e m p é r a t u r e  d ' i n c u b a t i o n  e s t  

i n f é r i e u r e  à l ' o p t i m u m  (Tm - 25OC1, p l u s  d e s  s é q u e n c e s  de b a s e s  

" b  l a n c "  

2  13 

1 6 1  

88 1 

t y p e  d ' h y b r i  d a t i o n  

p e u v e n t  ma l  s ' a p p a r i e r .  

3589  1 4 1 7  l 2 2 7  

'17-'17 
homo l o g u e  

3009  

2695  

364  1 

En résumé ,  l e s  c o n d i t i o n s  d ' i n c u b a t i o n  p o u r  l e s  e x p é -  

~ i e n c e s  d ' h y b r i d a t i o n  s o n t  l e s  s u i v a n t e s  : 

Cl 7-BAS 

h é t é r o l o g u e  

7 9 2  

199  

- 

- 3 ~ - ~ . D . N .  f r a g m e n t é  p a r  s o n i c a t i o n  p e n d a n t  6 0  s  a v e c  

u n e  ampl i t u d e  de v i b r a t i o n s  de 1 2 p  . 



- f i l t r e s  c h a r g é s  d 'A.D.N.  e t  f i l t r e s  " b l a n c s 1 '  

p r é i n c u b é s  d a n s  2 m l  de S S C  x 2 a d d i t i o n n é s d l a l b u m i n e .  

- q u a n t i t é  ~ I ~ H - A . D . N .  f r a g m e n t é  e t  d é n a t u r é  

a j o u t é  a u  m i  l i e u  de p r é i n c u b a t i o n  f i x é e  à S! 3  p g  c o n t e n u s  

dans 0 , l  ml de S S C  x 2 .  

- i n c u b a t i o n  p e n d a n t  24  h .  a u  b a i n - m a r i e  à 71°C. 

3 .  ETUDE DE QUELQUES MODIFICATIONS APPORTEES PAR D'AUTRES TECHNIQUES 

a )  l a  t e c h n i a u e  d o u b l e - f i  l t r e  

Nous a v o n s  d l  a b o r d  é t u d i é  l a  t e c h n  i q u e  o r i g i n a l e  

de MURATA e t  STARR ( 1 9 7 3 )  q u i  p e r m e t  de d é t e r m i n e r  l ' h o m o l o g i e  

des A.D.N., n o n  p l u s  de 2 o r g a n i s m e s  à l a  f o i s  m a i s  de 3 o u  

d a v a n t a g e .  

C e t t e  t e c h n i q u e  c o n s i s t e  à i n c u b e r  e n s e m b l e  dans une 

s o l u t i o n  c o n t e n a n t  I T ~ H - A . D . N .  "de  r é f é r e n c e " ,  f r a g m e n t é  e t  

d é n a t u r é ,  d e u x  membranes f i  l t r a n t e s  : I  ' i l n e  c h a r g é e  de I  'A.D.N. 

homo logue ,  1 ' a u t r e  de I  'A.D.N. h é t é r o l o g u e ,  t o u s  2 n ' é t a n t  

p a s  marqués ,  p a s  f r a g m e n t é s ,  mai  s  d é n a t u r é s .  

P l u s i e u r s  e s s a i s ,  menés s e l o n  l e  mode o p é r a t o i r e  

e x p o s é  c i - d e s s u s ,  n ' o n t  a b o u t i  à a u c u n  r é s u l t a t  c o h é r e n t ,  

s a n s  d o u t e  p a r c e  que  l e s  2 f i l t r e s  en p r é s e n c e  a v a i e n t  t e n -  

dance à s ' a p p l i q u e r  I  ' u n  c o n t r e  l ' a u t r e  au  c o u r s  de I ' i n c u -  

b a t i o n .  Les  a u t e u r s  n ' a p p o r t e n t  a u c u n e  p r é c i s i o n  t e c h n i q u e  à 

c e  s u j e t .  

b )  l a  t e c h n i q u e  d l  h y b r i  d a t i o n  à " b a s s e  t e m p é r a t ~ r e ~ ~  

C o n s i d é r a n t  que l a  t e m p é r a t u r e  é l e v é e  d '  i n c u b a t i o n  

f a v o r i s e  l a  m i s e  en l i b e r t é  de l ' A . D . N .  i m m o b i l i s é  s u r  l e  

f i  l t r e  d u r a n t  l ' i n c u b a t i o n  ( j u s q u ' à  4 0  à 8 5  $ de sa t o t a l  i t é  

p o u r  d e s  t e m p é r a t u r e s  c o m p r i s e s  e n t r e  7 0  e t  80°C d ' a p r è s  

DE LEY e t  TIJTGAT, 19701,  des  h y b r i d a t i o n s  à " b a s s e  t e m p é r a -  

t u r e "  o n t  é t é  r é a l i s é e s  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  de LEGAULT-DEMARE 

e t  c o l l .  ( 1 9 6 7 )  en p r é s e n c e  de d i m é t h y l s u l f o x i d e  (DMSO). L 1 a d -  

j o n c t i o n  de DMSO é v i t e ,  en o u t r e ,  I  ' a d s o r p t i o n  non s p é c i f i q u e  
3  

d '  H -A .D .N .  



Les  c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  d l  i n c u b a t i o n  s o n t  

a l o r s  l e s  s u i v a n t e s  : 

- c h a q u e  f i  l t r e  c h a r g é  d'A.D.N.,  a u  1 i e u  d ' ê t r e  

p r é i n c u b é  dans  u n e  SSC x 2 a d d i t i o n n é e  d ' a l  b u m i n e ,  e s t  d i  r e c -  

t e m e n t  m i s  en i n c u b a t i o n  d a n s  2 m l  d ' u n  m é l a n g e  de SSC x 2  

e t  de DMSO ( M e r c k )  d a n s  l e s  p r o p o r t i o n s  r e s p e c t i v e s  de 7 0  e t  

3 0  $ .  

- 1 ' i n c u b a t i o n  d e s  f i  l t r e s ,  a p r è s  a d j o n c t i o n  
3 d f  H-A.D.N., d u r e  2 0  h .  à 6Z°C. 

- l e s  f i l t r e s  l a v é s  une p r e m i è r e  f o i s ,  d a n s  

(SSC x 2 - DMSO) e t  une  2ème f o i s  d a n s  u n e  SSC x 2  s e u l e ,  s o n t  

s é c h é s  p e n d a n t  3  h .  à 105OC (DE LEY e t  T I JTGAT,  1 9 7 0 )  a v a n t  

d ' ê t r e  i n c o r p o r é s  d a n s  l e  l i q u i d e  s c i n t i  1 l a n t .  



R E S U L T A T S  

1. RESULTATS DES HYBRIDATIONS EFFECTUEES à 71°C 

Ces r é s u l t a t s  c o r r e s p o n d e n t  a u x  h y b r i d a t i o n s  de 

I 13H-A.D.N. de C 1 7  a v e c  l ' A . D . N .  de d i v e r s e s  o r i g i n e s ,  r e t e n u  

s u r  l e s  f i  l t r e s .  

Le  t a b l e a u  1 5  r a s s e m b l e  l e s  r é s u l t a t s  de 2  e x p é r i e n c e s  

d l h y b r i  d a t i o n  menées  à des  moments  d i  f f é r e n t s ,  I  ' e x p é r i e n c e  1 

a y a n t  é t é  r é a l  i s é e  s i m u l t a n é m e n t  s u r  d e u x  f i  l t r e s  d a n s  c h a q u e  

c o n d i t i o n .  

t 
Tableau 15 

1 

R a d i o a c t i v i t é  (en cpm) des f i l t r e s  chargés de 100 pg'dlA.D.N. de d i ve rses  
souches mis e n  présence d e 2 3  pg  d f 3 ~ - ~ . ~ . ~ .  de C17 ( i n c u b a t i o n  de 24 h .  
à 7I0C - 2  ml de m i  l i e u  d1 i ncuba t i on ) ,  

"b I  anc" 

5869 - 

1028 

expér ience 1 

expér ience 2  

La r a d i o a c t i v i t é  r e t e n u e  p a r  l e  f i l t r e  " b l a n c "  de 

l ' e x p é r i e n c e  1  e s t  b e a u c o u p  t r o p  i m p o r t a n t e  p a r  r a p p o r t  a u x  

f i  l t r e s  c h a r g é s  d 'A .D.N.  

De même, l a  r a d i o a c t i v i t é  r e t e n u e  p a r  l e s  f i  l t r e s  

O r i g i n e  de l'A.D.N. i n m b i  l i s é  s u r  f i  l t r e  

c h a r g é s  d ' A . D . N .  h o m o l o g u e  e s t  é l e v é e ,  p u i s q u l e l  l e  c o r r e s p o n d  

à e n v i r o n  70  $ de l a  r a d i o a c t i v i t é  t o t a l e  i n c o r p o r é e  a v e c  

I I ~ H - A . D . N .  de C 1 7  d a n s  l e  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  ( a c t i v i t é  s p é c i -  

AGR 

75 4  
- 

3406 

f i q u e  p a r t  i c u l  i è r e m e n t  f a i b l e  d a n s  c e t t e  . e x p é r i e n c e  : 2 4 0 8 0  cpm) 

a l o r s  q u e  d ' a p r è s  STALEY e t  COL'EI'ELL ( 1 9 7 3 )  c e t t e  v a l e u r  d e v r a i t  

s e  r a n g e r  e n t r e  4 0  e t  6 0  $ .  

BAS 

1972 
- 

481 1  

XA V 

2521 
2079 

8246 

'17 

1635 1 
1672 1 

16524 

12665 
16225 

- 



I I  s e m b l e  p o s s i b l e ,  t o u t e f o i s ,  de t e n i r  c o m p t e  d e  

c e s  r é s u l t a t s  d a n s  une  a n a l y s e  c o m p a r a t i v e ,  p u i s q u e  l a  r a d i o -  

a c t i v i t é  r e l a t i v e  e s t  é g a l e m e n t  t r è s  é l e v é e  p o u r  l e  f i l t r e  

c h a r g é  de I f A . D . N .  de C20, p h é n o t y p i q u e m e n t  i d e n t i q u e  à C17,  

a l o r s  q u ' e l  l e  e s t  b e a u c o u p  . p l  u s  f a i b l e  p o u r  l e s  3  s o u c h e s  de  

c o l  l e c t i o n  (XAV = X a n t h o m o n a s  v a s c u l o r u m ,  BAS = B a c t e r i u m  

an i t r a t u m  e t  AGR = A g r o b a c t e r i  um r h  i z o g e n e s )  

D ' a u t r e s  e x p é r i e n c e s  d ' h y b r i  d a t i o n  o n t  d o n n é  d e s  

r é s u l t a t s  q u i  p e r m e t t e n t  de r e n f o r c e r  l a  c o m p a r a i s o n  p r é c é d e n t e  

. ( t a b l e a u  1 6 ) .  

Tableau 16. 

~ a d i o a c t i  v i  t é  (en cpm) retenue p a r  des f i  l t r e s  ~ h a r g é s  de 189 p g  d'A.D.N. 
de d i ve rses  souches mis en  présence d e 3 3  p g  d' &A.D.N. de C  Les 
va leurs  ind iquées son t  les  moyennes de 3  exempla i res.  17' 

( i n c u b a t i o n  de 24 h .  à 71°C-  2  m l .  de m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n ) .  

l J  41 anc " 

360 
Radi o a c t  i v i  t é  
adsorbée en cpm 

P a r  c o n t r e ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  a d s o r b é e  p a r  l e s  f i l t r e s  

c h a r g é s  de l ' A . D . N .  de CZO e s t  é t o n n a m m e n t  f a i b l e  p a r  r a p p o r t  

au  s y s t è m e  h o m o l o g u e ,  comme e l  l e  e s t  f a i b l e  p o u r  I  ' e n s e m b l e  d e s  

O r i g i n e  de I 'A,D,Ii, immobi l isé  s u r  f i  l t r e  

f i  l t r e s  e n  c o m p a r a i s o n  a v e c  l e s  r é s u l t a t s  h o m o l o g u e s .  Q u a n t  à 

l ' A . D . N .  de Pseudomonas  m a l t o p h i  l i a  ( P . S . M . ) ,  c ' e s t  p a r m i  l e s  

A.D.N. d e s  s o u c h e s  de c o l l e c t i o n ,  c e l u i  q u i  r e t i e n t  r e l a t i v e -  

m e n t  l e  p l u s  d t 3 ~ - ~ . D . N .  de C 1 7  ( p l u s  du  d o u b l e  de  l 'A .D .N .  

dlAGR e t  une f o i s  e t  d e m i e  c e l u i  de B A S ) .  C e p e n d a n t  s o n  p o u r -  

c e n t a g e  d ' h o m o l o g i e  ( d é f i n i  p . 6 2  ) n ' é t a n t  que  de  34  % 

17 

2378 

( 1 0 5 3  - 3 6 0  loo 
( 2 3 7 8  - 3 6 0  ) e t  l e s  é c a r t s  de r a d i o a c t i v i t é  e n t r e  l e s  1 

f i l t r e s  c h a r g é s  des  A.D.N. de C 1 7  e t  de CZO é t a n t  i m p o r t a n t s ,  

n o u s  a v o n s  e n t r e p r i s  d ' a u t r e s  e x p é r i e n c e s .  

C20 

1254 

/ 

?SM 

1053 

BAS 

666 

AGR 

490 



Le t a b l e a u  1 7  p e r m e t ,  e n  e f f e t ,  de p e n s e r  q u e  l a  

r a d i o a c t i v i t é  r e t e n u e  p a r  l e s  f i  l t r e s  c h a r g é s  de l ' A . D . N .  de 

'17 
d a n s  I ' e x p é r i e n c e  p r é c é d e n t e  e s t  r e l a t i v e m e n t  é l e v é e .  

1 O r i g i  ne de l'A.D.N. s u r  f i  l t r e  1 

1 

Tableau 17 

Rad ioac t i  vi,,té 
adsorbée en cpm 

R a d i o a c t i v i t é  ( en  cpm) des f i  l t r e s  chargés de 150 )ig dlA.D.N, de C 
e t  de ?SM mis en  présence de r 3  p g  ~ T ~ H - A . D . N .  de C 17 

17' Les va leu rs  ind iquées  s o n t  les  moyennes de 3 exempla(res.  
( i n c u b a t i o n  de 24 h .  à 71°C - 2 m l  de m i  l i e u  d l  i n c u b a t i o n ) .  

S i  n o u s  c a l c u l o n s  l e  p o u r c e n t a g e  d ' h o m o l o g i e  e n t r e  

l e s  A'.D.N. de Cl, e t  de  PSFI, n o u s  o b t e n o n s  c e t t e  f o i s  : 

2 .  RESULTATS DES HYBRI DATIONS EFFECTUEES à "BASSE TEMPERATURE" ( 6 2 O C )  

'' B lanc  " 

5 19 

'17 

1403 

Comme n o u s  I  ' a v o n s  m e n t i o n n é  p r é c é d e m m e n t ,  a p r è s  

d e s  e s s a i s  i n f r u c t u e u x  de l a  m é t h o d e  " d o u b l e - f  i l t r e l ' ,  de 

MURATA e t  STARR ( 19731 ,  n o u s  a v o n s  e n t r e p r i  s  d e s  e x p é r i e n c e s  

d ' h y b r i d a t i o n  à t e m p é r a t u r e  r e l  a t  i v e m e n t  b a s s e  e n  i n c o r p o r a n t  

d a n s  l e  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  d u  DF.IS9 ( p r o c é d é  de LEGAULT-DEFIARE 

e t  c o l l . ) .  

PS M 

3159 

L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  d a n s  u n e  e x p é r i e n c e  p r é 1  i m i -  

n a i r e  s o n t  r a p p o r t é s  d a n s  l e  t a b l e a u  18.  

R a d i o a c t i v i t é  
adsorbée en  cpm 

Tableau 18 
R a d i o a c t i v i t é  Cen cpm) d e i  f i \ l t r e i  chargés de I l 0  pg d'A.D.N. de d i v e r s e i  
i ouches  m i i  en prébence de 3  d f 3  II-ADN de Cl,, Les ya l  eu r s  i nd i quée5  
s o n t  le5 moyennes de 6  exempla i res,  
Li,acubat(on de 20 h. à 6Z°C - 2 m l  de [SSC x 2 D # S ~  1 ,  

"B I anc" 

1046 

OrigEne de 1 'A.D.EJ. s u r  f i  l t r e  

'17 

4 160 

?SM 

2623 

BAS 

1201 



I I  e n  r e s s o r t  d é f i n i t i v e m e n t  que l 'A .D .N .  de B.A.S. 

( B a c t e r i  um an i t r a t u m )  ne p r é s e n t e  aucune  a n a l o g i e  a v e c  I  'A.D.N. 

de C l 7  ( 5 %  d ' h o m o l o g i e )  e t  o n  c a l c u l e  5 0 %  d l h o m o l o g i e  e n t r e  l e s  

A.D.t.I. de C 1 7  e t  de ?SM (Pseudomonas m a l t o p h i  l i a ) .  

Le t a b l e a u  19 r a s s e m b l e  d ' a u t r e s  r é s u l t a t s  q u i  c o n -  

f i r m e n t  c e  p o u r c e n t a g e  d ' h o m o l o g i e ,  p u i s q u e  nous  o b t e n o n s  a l o r s  

49%.  

Tableau 19 

  ad i o a c t i v i t é  (en cpm) des f i  l t r e s  chargés de 150-pg d'A.D.N. de 
Cl7 ou de ?SM, mis en présence de 3 p g  d13H-ADN de C17. 
Les va leurs  indiquées sont  les  myennes de 6 exempla i r e s .  
( i ncuba t i on  de 20 h  à 6Z°C - 2 m l  de [SSC x  2  - DMSO] 

"B Iancll 

944 
R a d i o a c t i v i t é  
adsorbée en cpm 

Dans un d e r n i e r  t e m p s ,  n o u s  a v o n s  e s s a y é  de r é a l  i s e r  

des h y b r i d a t i o n s  en  p r é s e n c e  d ' u n  A.D.N. " c o m p é t i t i  fl'. 

Le p r o t o c o l e  e x p é r i m e n t a l  e s t  s u i v i  de l a  même f a ç o n ,  m a i s  o n  

i n c o r p o r e  a u  m i  l i e u  d ' i n c u b a t i o n ,  e n  même temps  q u e  I13H-ADN, 

un e x c è s  d 'A.D.N.  homo logue  o u  h é t é r o l o g u e ,  non marqué,  f r a g -  

menté  e t  d é n a t u r é .  On empêche a i n s i ,  p a r t i e l  lement ,  l ' h y b r i  d a t i o n  

e n t r e  I IA .D.N.  f i x é  s u r  l e  f i  l t r e  e t  I13H-A.D.N. ,  c a r  i l  y  a  com- 

p é t i t i o n  p o u r  l e s  s i t e s  c o m p l é m e n t a i r e s  de I  'A.D.N. immobi l i s é  

s u r  l e  f i  l t r e .  La r é d u c t i o n  de c e t t e  h y b r i d a t i o n  e s t  donc  p r o -  

p o r t i o n n e  l  l e  à l a  c o m p l é m e n t a r i t é  des  séquences  n u c l é o t i d i q u e s  

des A.D.N. marqué  e t  non  marqué .  

Or ig ine  de I1A.D.N. sur  f i l t r e  

En c o n s i d é r a n t  l e s  r é s u l t a t s  i n d i q u é s  d a n s  l e  t a b l e a u  

20, n o u s  c o n s t a t o n s  que  l a  p r é s e n c e  d'A.D.N. " c o m p é t  i t  i f "  i n t e r - '  

v i e n t  p e u  s u r  l ' h y b r i d a t i o n  e n t r e  I13H-ADN de C l 7  e t  l 'A .D .N .  

f i x é  s u r  f i  l t r e  de C i 7  ( s y s t è m e  h o m o l o g u e ) .  T o u t e f o i s ,  o n  p e u t  

r e m a r q u e r  que  I  'A.D.14. " c o m p é t i t i  f v  homo logue  ( C 1 7 )  i n h i b e  I é -  

g è r e m e n t  p l u s  l ' h y b r i d a t i o n  q u e  I ' A . D . N . " ~ o m p é t i t i f ' ~  h é t é r o l o -  

gue (?SM).  

Cl  7  

3366 

PSF.1 

21 29 



S i  n o u s  a p p l  i q u o n s  l a  f o r m u l e  u t i  l  i s é e  p a r  DE L E Y  

e t  T I JTGAT ( 1 9 7 0 1 ,  p a r  JOHNSON e t  c o l  1 .  ( 1 9 7 0 )  a i n s i  q u e  p a r  

PECKNOLD e t  GROGAN ( 1 9 7 3 )  p o u r  c a l c u l e r  l e  p o u r c e n t a g e  d1homo-  

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

a c t i v i t é s  p r o d u i t e s  p a r  1 '  i n c o r p o r a t i o n  d 'A .D.N.  " c o m p é t i t i  f f '  

h é t é r o l o g u e  ( 1 2 0 7 8 - 1 1 5 5 9 )  e t  l a  d i f f é r e n c e  d e s  r a d i o a c t i v i t é s  

c a u s é e  p a r  l ' A . D . N .  ' c o m p é t i t i f "  h o m o l o g u e  ( 1 2 0 7 8 - 1 1 0 6 0 ) ,  n o u s  

o b t e n o n s  un p o u r c e n t a g e  d ' h o m o l o g i e  de 5 0  $ .  

Ce r é s u l t a t  a u r a i t  s a n s  d o u t e  é t é  amél  i o r é  s i  n o u s  

a v i o n s  a j o u t é  une  q u a n t i t é  d 'A .D.N.  " c o m p é t i t i f T T  p l u s  i m p o r -  

t a n t e  ( 1 5 0 p  g  p a r  f i  l t r e  s e  I o n  PECKNOLD e t  GROGAFJ, 1 9 7 3 )  m a i s  

n o s  s o l u t i o n s  d 'A.D.N.  i n i t i a l e s  n ' é t a i e n t  p a s  s u f f i s a m m e n t  c o n -  

c e n t r é e s .  A u s s i  n 1  a v o n s - n o u s  p r o b a b l e m e n t  p a s  o b t e n u  I ' e f f e t  

de s a t u r a t i o n  s o u h a i t a b l e  p a r  1 'A.D.N. " c o m p é t i  t i  f I T  q u i  n ' é t a i t  

p a s  s u f f i s a m m e n t  e n  e x c è s .  

f i  l t r e  chargé 
de 110 pg d'A.D.N. 

"b t anc" 

A.D.N. en s o l  u t i o n  I 
R a d i o a c t i f  "Compé t i t i f TT  

P9 25 P9 

W d i o a c t i  v i t é  
adsorbée en cpm 

Tableau 20 

R a d i o a c t i v i t é  (en cpm) des f i  l t r e s  chargés d'A.D.N. de C l7  ou PSM mis 
en présence d' 3H-ADN e t  d'A.D.N. " c o m p é t i t i f "  ou non. 
Les va leurs  ind iquées s o n t  l e s  moyennes de 3 exempla i res.  
( I ncuba t i on  pendant 20 h à 6Z°C - 2 m l  de [SSC x  2 - DMSO]) 

N o t o n s  a u  p a s s a g e  q u e  c e t t e  d e r n i è r e  e x p é r i e n c e  n o u s  

p e r m e t  de c a l c u l e r  l e  p o u r c e n t a g e  d ' h o m o l o g i e  e n t r e  l e s  A.D.N. 

de C l 7  e t  de PSM s e l o n  l e s  c o n d i t i o n s  p r é c é d e n t e s  ( s a n s  A.D.N. 

" c o m p é t i t i - F " )  c e  q u i  donnne :  

6 6 4 8  - 1270  x 1 0 0 d  51$ ,  e n  a c c o r d  a v e c  l e s  r é s u l t a t s  - 
1 2 0 7 8  - 1270  

a n t é r i e u r s .  



D I S C U S S I O N  

1 .  APPORTS DES EXPERIENCES D'HYBRIDATION 

S u r  l e  p l a n  t e c h n i q u e ,  l e s  e x p é r i e n c e s  d ' h y b r i d a t i o n  

s o n t  d é l i c a t e s ,  c o m p t e  t e n u  s u r t o u t  d e s  n o m b r e u x  p a r a m è t r e s  q u i  

i n t e r v i e n n e n t .  

Les  r é s u l t a t s  que  n o u s  a v o n s  o b t e n u s ,  i l l u s t r e n t  c e s  

d i  f f  i c u l t é s  q u i  s o n t  a c c r u e s  p a r  I  l u t i  l i s a t i o n  d ' u n e  t e r n p é r a -  

.turc d ' i n c u b a t i o n  é l e v é e  du  f a i t  du  c o n t e n u  i m p o r t a n t  e n  

g u a n  i ne + c y t o s  i ne de n o s  s o u c h e s .  En e f f e t ,  l e  t r a v a  i l  à t em-  

p é r a t u r e  é l e v é e  a u g m e n t e  l e s  r i s q u e s  de r e l â c h e m e n t  de l ' A . D . N .  

f i x é  a u  f i l t r e ,  c e  q u i  e x p l i q u e  l a  v a r i a b i l i t é  de n o s  p r e m i e r s  

r é s u l t a t s  ( h y b r i d a t i o n s  à 7 1 ° C ) .  

L ' e m p l o i  de d i m é t h y l  S U I  f o x i  de (DMSO) p e u t  r é s o u d r e  

p a r t i e l  l e m e n t  c e  p r o b l è m e .  

La t e m p é r a t u r e  q u e  n o u s  a v o n s  f i x é e  à 6Z°C p o u r  I 1 i n -  

c u b a t i o n  d a n s  (SSC x  2  - DMSO) e s t  p e u t - ê t r e  e n c o r e  t r o p  f o r t e  

e t  p e u t  e x p l i q u e r  l a  f a i b l e  r a d i o a c t i v i t é  r e t e n u e  p a r  l e s  

f i  l  t r e s  c h a r g é s .  En e f f e t ,  PECKNOLD e t  GROGAN ( 19731,  t r a v a i  l -  

l a n t  s u r  d e s  Pseudomonas ,  o n t  r é a l  i s %  l e u r s  e x p é r i e n c e s  d 1 h y -  

b r i d a t i o n  à d e u x  t e m p é r a t u r e s  d i f f é r e n t e s  : 63-64OC e t  53-54OC, 

p e n d a n t  16 h .  e t  i l s  o n t  c o n s t a t é  q u e ,  : 

1 )  à l a  t e m p é r a t u r e  l a  m o i n s  é l e v é e ,  c o r r e s p o n d a n t  à 

T m ( ~ ~ ~  x  2  - DMSO) - 25OC , 6 0  $ e t  p l u s  de  l ' A . D . N .  f i x é  é t a i t  

r e t e n u  a u  f i  l t r e  e n  f  i cn  d ' i n c u b a t i o n ,  a l o r s  q u ' i  l  n ' y  e n  a v a i t  

q u e  7 0  % a v e c  une  t e m p é r a t u r e  de 63-64OC. 

2 )  p a r  c o n t r e ,  c e t t e  d e r n i è r e  t e m p é r a t u r e ,  d i t e  

' 'r i  g o u r e u s e " ,  c o r r e s p o n d a n t  à 
T m ( ~ ~ ~  x  2  - DMSO) 

- 15OC , 
ne  p e r m e t  l a  f o r m a t i o n  de m o l é c u l e s  h y b r i d e s  q u ' e n t r e  des  

s é q u e n c e s  n u c l é o t  i d i q u e s  p a r f a i t e m e n t  compléments i r e s ,  l a  s p é -  

c i  f i c i t é  é t a n t  m o i n d r e  p o u r  d e s  t e m p é r a t u r e s  p l  us  b a s s e s ,  m a i s  

I ' h y b r i d a t i o n  o p t i m a l e .  

BRENNER ( 1 9 7 3 )  i n s i s t e  é g a l e m e n t  s u r  l e  r ô l e  de l a  

t e m p é r a t u r e  d l  i n c u b ' a t i o n  a i n s i  q u e  s u r  l a  p u r e t é  de l ' A . D . N .  

e m p l o y é  d a n s  l e s  e x p é r i e n c e s  d ' h y b r i d a t i o n .  I I  p r é c i s e ,  e n  p a r -  

t i c u l  i e r ,  q u l  i l  p e u t  ê t r e  d a n g e r e u x ,  p o u r  c e t t e  r a i s o n ,  d ' a s s i -  



m i  l e r  l e  d e g r é  de f o r m a t i o n  de m o l é c u l e s  h y b r i d e s  e n t r e  2 c h a i n e s  

d 'A.D.N.  h é t é r o l o g u e s  a v e c  l e  d e g r é  d ' h o m o l o g i e  e n t r e  l e s  2 o r g a -  

n i  smes c o r r e s p o n d a n t s .  

Réa l  i s a n t  des h y b r i d a t i o n s  à t r o i s  t e m p é r a t u r e s  d i  f f é -  

r e n t e s ,  i l a  m o n t r é  q u ' u n e  a u g m e n t a t i o n  de 15OC e n t r a î n a i t  une 

h y b r i d a t i o n  4  à 6  f o i s  m o i n s  i m p o r t a n t e  q u ' à  l a  t e m p é r a t u r e  l a  

p  l u s  b a s s e .  C e r t e s ,  p l  us  l e s  o r g a n i s m e s  s o n t  e f f e c t i  vemen t  homo- 

l o g u e s ,  mo ins  l a  t e m p é r a t u r e  d ' i n c u b a t i o n  a  d ' e f f e t ,  p u i s q u e  l e s  

m o l é c u l e s  h y b r i  des  f o r m é e s  s o n t  p a r f a  i t e m e n t  r é a s s o c i é e s  e t  donc  

t r è s  s t a b l e s .  

S u r  l e  p l a n  t e c h n i q u e ,  n o t r e  m é t h o d o l o g i e  m é r i t e r a i t  

d ' ê t r e  a f f i n é e  e n  e f f e c t u a n t  des h y b r i d a t i o n s  à t e m p é r a t u r e  p l  us 

basse  e n  p r é s e n c e  de ( S S C  x  2 - DMSO) a v e c  l a  c o m p é t i t i o n  d f  un 

e x c è s  i m p o r t a n t  d f  A.D.N. homo logue  o u  h é t é r o l o g u e .  

Ma is ,  e n  f o n c t i o n  de l ' o b j e c t i f  que  n o u s  nous  é t i o n s  

p r o p o s é ,  l e s  r é s u l t a t s  s o n t  s u f f i  s a n t s  p o u r  é t a b l  i r p a r  r a p p o r t  

à l a  s o u c h e - t y p e  C  
17 ' 

- une h o m o l o g i e  r e l a t i v e  a v e c  Pseudomonas m a l t o p h i  l i a  

- une a b s e n c e  d ' h o m o l o g i e  avec-  B a c t e r i u m  a n i t r a t u m  e t  

A g r o b a c t e r i  um r h  i z o g e n e s  

- une h o m o l o g i e  p a r t i e l  l e  a v e c  Xanthomonas v a s c u l o r u r n  

m a i s  i l f a u t  p r é c i s e r  que  c e t t e  e s p è c e  p r é s e n t e  un p h é n o t y p e  

assez  d i f f é r e n t  de CI7. 

I 1 .  ANALOGI ES PHENOTYP I  QUES COMPLEMENTAI RES ENTRE C ET PSEUDOMONAS 

MALTOPH l  L l A 

L o r s q u e  n o u s  a v o n s  r e l  evé comme g e n r e  b a c t é r i e n  à % GC 

é l e v é  l e s  Pseudomonas,  l e  c h o i x  de l ' e s p è c e  s ' e s t  e f f e c t u é  e n  

f o n c t i o n  des s  i m i  l i t u d e s  p h é n o t y p  i q u e s  r é p e r t o r i é e s  p o u r  c e t t e  

e s p è c e .  

Nous a v o n s  c o n s u l t é  p o u r  c e l a  l e s  t r a v a u x  de STANIER 

e t  c o l l .  ( 1 9 6 6 )  e t  l e  B e r g e y ' s  manual  ( 8 e  é d i t i o n ,  1 9 7 4 ) .  

Ce d e r n i e r  f a i t  é t a t  de 4 g r o u p e s  d i f f é r e n t s  dans l e  

g e n r e  Pseudomonas,  l e  4e r e g r o u p a n t  des e s p è c e s  e x i g e a n t e s  e n  

un o u  p l u s i e u r s  f a c t e u r s  de c r o i s s a n c e .  T r o i s  e s p è c e s  y  s o n t  

i n c l u s e s  : 



- P .  v e s i c u l a r i s  

- P. d i m i n u t a  

De c e s  3 e s p è c e s ,  l a  p r e m i e r e  n o u s  i n t é r e s s e  p l  u s  

p a r t i c u l  i è r e m e n t  c a r  e l  l e  h y d r o l y s e  l a  g é l a t i n e  e t  ne  p r é s e n t e  

p a s  de c y t o c h r o m e - o x y d a s e ,  comme l e s  s o u c h e s  d u  p h é n o n  3, c a r a c -  

t è r e s  q u i  n o u s  o n t  c o n d u i t s  à c h o i s i r  c e t t e  s o u c h e  p o u r  l e s  

e x p é r i e n c e s  d ' h y b r i d a t i o n .  

En f o n c t i o n  des  r é s u l t a t s  o b t e n u s ,  n o u s  a v o n s  a l o r s  

c o m p a r é  e n  d é t a  i l s o n  p h é n o t y p e  à c e  l u i  de l a  s o u c h e  t y p e  C 1 7  

a i n s i  q u ' à  c e l u i  de I ' e n s e m b l e  d u  p h é n o n  3  ( t a b l e a u  2 1 )  e t  

n o u s  nous  sommes a r r ê t é s  s u r  l e s  d i v e r g e n c e s .  

1 .  l a  m o b i l i t é  

T o u s  l e s  a u t e u r s  s i g n a l e n t  l a  p r é s e n c e  de p l  us  d ' u n  

f l a g e l l e  c h e z  P.  m a l t o p h i l i a .  

D a n s  l a  p r e m i è r e  p a r t i e  de c e  mémo i re ,  n o u s  a v o n s  

d é j à  n o t é  l e  p r o b l è m e  p o s é  p a r  l a  mob i  l  i t é  d o n t  l a  m i s e  e n  

é v i  dence  e s t  d e l  i c a t e  ( LATHAN e t  JOHFISTOFdE, 1 9 7 2 )  s u r t o u t  p o u r  

l e s  germes d ' o r i g i n e  t e l  l u r i q u e ,  l o r s q u l o n  e m p l o i e  des  m é t h o d e s  

de d é t e c t i o n  s i m p l e s .  

N o u s  a v o n s  a l o r s  e f f e c t u é  u n e  c o l o r a t i o n  de c i  l s  

s e  I o n  l a  t e c h n i q u e  de Rhodes ( d a n s  BUTTIAUX e t  c o l  l  . , 1 9 6 6 )  

p o u r  C 1 7  e t  PSI1 u n i q u e m e n t .  Dans  c h a c u n  des  c a s ,  n o u s  a v o n s  

o b s e r v é  des  b a c t é r i e s  p r é s e n t a n t  a u  m o i n s  2  f l a g e l  l e s  e n  p o s i -  

t i o n  p o l a i r e ,  t o u t  à f a i t  s e m b l a b l e s  a u x  i m a g e s  p r o p o s é e s  p a r  

HUGH e t  LEIFSON ( 1 9 6 3 )  e t  p a r  I I Z U K A  e t  KOMAGATA ( 1 9 6 4 ) .  

2 .  l a  p i g m e n t a t i o n  

Le B e r g e y l s  manua l  a i n s i  q u e  d ' a u t r e s  a u t e u r s  p r é c i -  

s e n t  que l e s  c o l o n i e s  de P .  m a l t o p h i  l i a  p e u v e n t  ê t r e  j a u n i s -  

s a n t e s ,  c e  q u i  e s t  e x a c t  p o u r  I  l e n s e m b l e  des  s o u c h e s  d u  p h é n o n  3 ,  

m a i s  l a  p i g m e n t a t i o n  é t a n t  p e u  p r o n o n c é e ,  l a  r é p o n s e  a u  c a r a c -  

t è r e  PINS a  é t é  c o n s i  d é r é e  comme n é g a t i v e .  D ' a i  l  l e u r s ,  1 IZUKA 

e t  KOPIAGATA ( 1 9 6 4 )  o n t  i n c l  us P. m a l t o p h i  l i a  a u  g r o u p e  ' f a c h r o -  

mogène"  du gen  r e  Pseudomonas .  
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TESTS 

1 .  MOBP 

2. PISF 

3. PISM 

4.  PINS 

6 ,  O X Y  

7, UREA 

9. CATA 

30. GELP, 

1 1 .  ?AMY 

12. PDNA 

14, PLIP 

23. UBEL 

36. MGAA 

40, ARGI 

42. NtTR 

50. DELY 

51. DNIT 
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De p l u s ,  31,7 % d ' e n t r e  e l  l e s  p r o d u i s e n t  un  p i g m e n t  

b r u n â t r e  d i  f f u s i  b l e  d a n s  l e  m i  1 i e u  gé los ' é ,  d o n t  l a  n a t u r e  e s t  

p r o b a b l e m e n t  p r o c h e  des  m é l a n i n e s ,  c e  que s i g n a l e  é g a l e m e n t  

GILARDI ( 1 9 7 0 )  m a i s  p a s  comme un c a r a c t è r e  s p é c i f i q u e .  

3. I ' e x i g e n c e  e n  a c i d e s  ami  n é s  

C e t t e  e x i g e n c e  c a r a c t é r i s e  a u s s i  b i e n  n o s  s o u c h e s  q u e  

P. m a l t o p h i  l i a  m a i s  c e l u i - c i  r e q u i e r t  s p é c i f i q u e m e n t  un s e u l  

a c i d e  a m i n é  : l a  m é t h i o n i n e .  Nous a v o n s  d a n c  é t u d i é  e n  d é t a i  l  l e  

c o m p o r t e m e n t  de n o s  s o u c h e s  e n  f o n c t i o n  de c e t t e  e x i g e n c e .  T o u t e s  

l e s  s o u c h e s ,  s a u f  3 (A4 ,  Dl e t  Hg é g a l e m e n t  COXY+) s e  s o n t  d é v e -  

l o p p é e s  s u r  MMB ( m i  1 i e u  de Owens e t  K e d d i e )  a d d i t i o n n é  de g l u c o s e  

RAL ( 4  g / 1  1 e t  de m é t h i o n i n e  ( 2 0  m g / l ,  c o n c e n t r a t i o n  p r é c i s é e  p a r  

STAP.JIEf? e t  c o l l .  1 9 6 6 ) .  Nous a v o n s  a l o r s  e s s a y é  de l o c a l i s e r  à 

q u e l  n i v e a u  é t a i t  b l o q u é e  l a  s y n t h è s e  de l a  m é t h i o n i n e  s u r  l e  

p l a n  m é t a b o l  i q u e .  140~s  n ' a v o n s  p u  q u ' o b s e r v e r  q u e  I ' h o m o s é r i n e  

r e m p l a ç a n t  l a  m é t h i o n i n e  ne  s u f f i t  p a s  p o u r  s t i m u l e r  l a  c r o i s s a n c e  

a l o r s  que  l a  L - c y s t é i n e  o u  l a  L - c y s t i n e  p r o v o q u e  l a  c r o i s s a n c e  de 

t o u t e s  l e s  s o u c h e s  e x c e p t é e s  l e s  3 s i gna  1 é e s  p récédemme.n t .  

I IZUKA e t  KOPIAGATA ( 1 9 6 4 )  qu' i  s o n t  l e s  p r e m i e r s  à 

r a p p o r t e r  1 ' e x i g e n c e  de P .  m a l t o p h i  1 i a ,  p r é c i s a i e n t  d ' a i  l l e u r s  : 

m é t h i o n i n e  o u  c y s t i n e .  

4 .  l ' u t i l i s a t i o n  de b e n z o a t e  

STANI ER e t  c o l  l . ( 1 9 6 6 )  n o t e n t  1 ' a b s e n c e  de d é v e l o p -  

p e m e n t  de P.  ma l  t o p h  i l  i a  l o r s q u e  d e s  composés  a r o m a t i q u e s  s o n t  

u t i  l i s é s  comme s e u l e  s o u r c e  de  c a r b o n e  ~ r g a n i q u e ~ e t  PALLERONI 

e t  DOUDOROFF ( 1 9 7 2 )  p r é c i  s e n t  I ' e x t r ê m e  t o x i c i t é  de c e  composé  

p o u r  c e s  o r g a n  i smes.  

O r ,  t o u t e s  l e s  s o u c h e s  d u  p h é n o n  3 s e  s o n t  m o n t r é e s  

a p t e s  à u t i l i s e r  d u  b e n z o a t e  l o r s q u ' i l  é t a i t  i n c o r p o r é  au  m i l i e u  

de C h r i s t e n s e n .  

Nous  a v o n s  r e p r i s  c e t t e  a n a l y s e  e n  r é a l  i s a n t  l e  t e s t  

c e t t e  f o i s  e n  mi l i e u  l i q u i  d e .  Nous  a v o n s  e n s e m e n c é  n o s  s o u c h e s  

s u r  t r o i s  mi 1 i e u x  d i f f é r e n t s  : 

- !4MB ( m i  l . i e u  de Owens e t  Kedd ie ' )  + m é t h i o n i n e  ( 2 0  m g / l )  

+ g l u c o s e  RAL ( 4  9 / 1 1  

- MMB + m é t h  i o n i  ne  ( 2 0  mg/ l + b e n z o a t e  ( 2  g /  1 ,  c o n c e n -  

t r a t i o n  i n d i q u é e  p a r  1 IEUKA e t  KOMAGATA, 1 9 6 3 )  



- MMB + m é t h i o n i n e  ( 2 0  r n g / l )  + g l u c o s e  RAL ( 8  r n g / l )  

+ b e n z o a t e  ( 2  g /  l 1 

Le p r e m i e r  m i  l i e u  s e r t  de t é m o i n  p o s i t i f  p u i s q u e  

t o u t e s  l e s  s o u c h e s  y  p o u s s e n t .  Au b o u t  de 7 j o u r s  d ' i n c u b a t i o n  

à 28OC, o n  n ' o b s e r v e  a u c u n e  c r o i s s a n c e  s u r  l e  2e mi l  i e u  e t  un  

l é g e r  l o u c h e  d a n s  l e  3e ,  l ' a d j o n c t i o n  de g l u c o s e  à l ' é t a t  de 

t r a c e s  n ' a y a n t  p a s  s u f f i  p o u r  i n d u i r e  l a  c u l t u r e .  

Le b e n z o a t e  n e  p e u t  d o n c  p a s  ê t r e  u t i l i s é  comme s e u l e  

s o u r c e  de C  o r g a n i q u e ,  m a i s  i l  ne  s e m b l e  p a s  q u ' i  l s o i t  t o x i q u e  

p o u r  l e s  s o u c h e s  p u i s q u l  i n c o r p o r é  a u  m i  l i e u  de C h r i  s t e n s e n ,  

r i c h e  p a r  l u i - m ê m e  e n  g l  u c o s e  e t  e n  e x t r a i t  de l e v u r e ,  i I n ' em-  

p ê c h e  p a s  l a  c r o i  s s a n c e .  

5 .  p r é s e n c e  de L y s  i n e - d é c a r b o x y  l a s e  

Ce c a r a c t è r e  p h é n o t y p  i q u e  a u q u e l  r é p o n d a i e n t  p o s i t i -  

v e m e n t  s e u l e m e n t  21 ,95  5 des  s o u c h e s  du  p h é n o n  3, n o u s  a  p a r u  

i m p o r t a n t  à r e v o i  r c a r  de n o m b r e u x  a u t e u r s  l e  s i g n a  l e n t  comme un 

des  c r i t è r e s  d l  i d e n t i f i c a t i o n  de P .  m a l t o p n i  l i a  ( G I L A R D I ,  1 9 7 0 -  

KEKESSY, 1972 - KOFIAGATA e t  c o l  1 .  1 9 7 4 )  e t  A L  DELAIMI  ( t h è s e ,  

1 9 7 5 )  p r é c i s e  q u e  s e u l s  P .  c e p a c i a  e t  P .  m a l t o p h i  l i a  s o n t  d o t é s  

de l y s i n e  d é c a r b o x y l a s e .  

En r e p r e n a n t  l a  t e c h n i q u e  u t i  l i s é e  p o u r  I  ' é t u d e  s y s -  

t é m a t i q u e  de s o u c h e s  t e l l u r i q u e s  à Gram - d a n s  l a  p r e m i è r e  

p a r t i e ,  n o u s  n o u s  sommes r e n d u s  c o m p t e  q u e  l a  d u r é e  d l  i n c u b a t i o n  

a v a i t  une  i m p o r t a n c e  p r i m o r d i a l e  p o u r  l a  l e c t u r e  de  c e  t e s t .  

A p r è s  16 h .  d ' i n c u b a t i o n  dans  l e  m i l i e u  L y s i n e  T a y l o r ,  l a  c a d a -  

v é r i n e ,  p r o d u i t  d u  c a t a b o l  i sme ,  a  é t é  m i s e  e n  é v i d e n c e  p a r  l a  

n i n h y d r i n e  p o u r  l e s  s o u c h e s  du  p h é n o n  3  e t  PSM, d ' a u t r e s  s o u c h e s  

s e r v a n t  de t é m o i n s  n é g a t i  f s  (DELY-1 .  P a r  c o n t r e ,  une  i n c u b a t i o n  

p r o l o n g é e  p r o v o q u e  l e  c a t a b o l  i s m e  de l a  c a d a v é r i n e  p o u r  l a  

p l u p a r t  de n o s  s o u c h e s ,  s i  b i e n  q u ' e l l e  n e  p e u t  p l u s  ê t r e  m i s e  

e n  é v i d e n c e ,  d ' o ù  I ' e x p  l  i c a t i o n  de n o s  p r e m i e r s  r é s u l  f a t s .  

6. A u t r e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  

Q u e l q u e s  n o u v e a u x  t e s t s  f r é q u e m m e n t  c i t é s  p o u r  l a  Ca- 

r a c t é r i s a t i o n  de ?. m a l t o p h i  l i a  o n t  é g a l e m e n t  é t é  e f f e c t u é s .  

Ce s o n t  : 

- I 1 h y d r o l y s e  de I ' e s c u l i n e  s i g n a l é e  p a r  GILARDI ,  1 9 7 0  - 



SNEATH e t  COLLINS, 1 9 7 4 .  KEKESSY ( 1 9 7 2 )  p r é c i s e  même q u e  c e  

c a r a c t è r e  e s t  s p é c i f i q u e  de c e t t e  e s p è c e  p a r m i  l e  g e n r e  Pseudomo-  

n a s .  O r ,  1 ' e n s e m b l e  du  p h é n o n  3 h y d r o l y s e  f o r t e m e n t  I ' e s c u l  i ne  - 
e n  un o u  t r o i s  j o u r s  ( m é t h o d e  r a p p o r t é e  d a n s  BUTTIAUX e t  c o l  l ., 
1 9 6 6 ) .  

- I ' u t i  l i s a t i o n  du  l a c t o s e ,  n o t é e  e n  p a r t i c u l i e r  p a r  

LOWE e t  INGLEDEW ( 1 9 7 5 1 ,  STANlER e t  c o l  1 .  ( 1 9 6 6 )  q u i  p r é c i s e n t  

que  l e  c a t a b o l  i s m e  du  l a c t o s e  c h e z  P .  ma l t o p h  i l i a  s ' a r r ê t e r a i t  

a u  g a l a c t o s e  p a r  i n s u f f  i s a n c e  o u  a b s e n c e  - d e  p g a l a c t o s i d a s e .  

T o u t e s  l e s  s o u c h e s  d u  p h é n o n  3 s a u f  A4, DI1 e t  H g  p e u v e n t  

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

- l ' h y d r o l y s e  de l a  c a s é i n e ,  s p é c i f i q u e  de P.  m a l t o -  

p h i  l i a  e t  P. p s e u d o m a l l e i  ( G I L A R D I ,  1 9 7 0 )  a é t é  é g a l e m e n t  o b t e n u e  

p o u r  l e  p h é n o n  3 .  ( m é t h o d e  r a p p o r t é e  d a n s  BUTTIAUX e t  c o l  l . , 
1 9 6 6 ) .  



C O N C L U S I O N  

L e s  e s s a i s  d ' h y b r i d a t i o n  e n t r e  I 'A.D.N. de n o t r e  

s o u c h e - t y p e  C 1 7  e t  I 'A.D.N. de d i  v e r s e s  s o u c h e s  t a x o n o m i q u e m e n t  b i e n  

d é f i  n i e s  n o u s  c o n d u i s e n t  d o n c  à é t a b l  i r une  p a r e n t é  e n t r e  l e  p h é n o n  

3 e t  P. m a l t o p h i  l i a .  

S u r  l e  p l a n  d u  b i o t o p e ,  AL DELAIMI  ( t h è s e ,  1975 )  

a n a l y s a n t  l a  p  l a c e  d u  germe Pseudomonas  d a n s  I ' e n v i  r o n n e m e n t ,  n o t e  

q u e  P .  m a l t o p h i  l i a  e s t  " u n e  b a c t é r i e  u b i q u i t a i r e " .  En e f f e t ,  s i  l a  

p l  u p a r t  des  s o u c h e s  r é p e r t o r i é e s  comme P .  mal t o p h i  l i a s o n t  d l o r i  g i  ne  

c l i n i q u e ,  l e  f a i t  d ' e n  i s o l e r  à p a r t i r  de l ' e a u  e t  d u  l a i t  s u g g è r e  

q u ' i  l  s e r a i t  l a r g e m e n t  d i s p e r s é  d a n s  l a  n a t u r e  (STANIER e t  c o l  l ., 
1966  e t  GILARDI ,  1 9 6 8 ) .  S i g n a l o n s  q u l  i l  a  é g a l e m e n t  é t é  s i g n a l é  d a n s  

des  r é s i d u s  a q u a t i q u e s  e n r i  c h i  s  e n  p é t r o l e  ( I  I  ZUKA e t  KOMAGATA, 1 9 6 4 )  

e t  q u e  FENTON e t  c o l  1 .  ( 1 9 7 3 )  o n t  p r o p o s é  c e  nom d ' e s p è c e  p o u r  u n e  

s o u c h e  i s o l é e  du  s o l  p a r  PRAMER e t  STARKEY ( 1 9 5 1 ) .  

S u r  l e  p l a n  de l a  c l a s s i f i c a t i o n ,  HUGH e t  LEIFSON 

( 1 9 6 3 )  o n t  é v o q u é  l e s  p r o b l è m e s  de n o m e n c l a t u r e  p o s é s  p a r  c e t t e  e s -  

p è c e  q u i  a v a i t  d ' a b o r d  -6:é d é c r i t e  s o u s  l e  nom de X a n t h o m o n a s  m a l t o -  

p h i  1 i a  e n  195.3 o u  comme une e s p è c e  m o b i  l e  de A l c a l  i g è n e s .  

KEKESSY ( 1 9 7 2 )  s i g n a l e  a u s s i  .que P. m a l t o p h i  l i a  

é t a i t  e n  g é n é r a l  c o n f o n d u  a v e c  l e s  e s p è c e s  du  g r o u p e  A l c a l i g e n e s -  

A c h r o m o b a c t e r  e t  KOMAGATA e t  c o l  1 .  ( 1 9 7 4 )  p r o p o s e n t  p o u r  P .  me1 a n o g e -  

n a  l e  synonyme  de P .  m a l t o p h i  l i a .  - 
En c o n s  i d é r a n t  c e s  p r o b  l èmes de norrienc l a t u r e  e t  

de s i t u a t i o n  é c o l o g i q u e  p r o p r e s  à c e t t e  e s p è c e ,  i l  s e m b l e  q u e  d e s  

e x p é r i e n c e s  d l  h y b r i  d a t i o n  p l  us  f i n e s  e n t r e  l a  s o u c h e - t y p e  d u  p h é n o n  

3 e t  des  P. mal  t o p h i  l  i a  de d i v e r s e s  p r o v e n a n c e s ,  p o u r r a i e n t  a p p o r t e r  

des  i n d i c a t i o n s  i n t é r e s s a n t e s .  



C O N C L U S I O N S  G E N E R A L E S  



Le p r e m i e r  o b j e c t i  f de n o t r e  t r a v a i  l é t a i t  d 1 e n -  

t r e p r e n d r e ,  à l ' a i d e  d ' u n e  m é t h o d e  n u m e r i q u e ,  une  é t u d e  t a x o -  

n o m i q u e  de  g e r m e s  à G r a m - n é g a t i f  n o n  f e r m e n t a n t s  d e s  s o l s  de  

n o t r e  r é g i o n .  C e l l e - c i  a  a b o u t i  à I 1 i n d i v i d u a l i s a t i o n  de d e u x  

g r o u p e m e n t s  t a x o n o m i q u e s  i m p o r t a n t s  : 

- l ' u n  i d e n t i f i a b l e  a u  g e n r e  Pseudomonas  d u  t y p e  

f l  u o r e s c e n t  q u i  a  s o u v e n t  é t é  s i g n a l é  e n  t a n t  que  g e n r e  

t e l  l  u r i  q u e  d o m i n a n t .  

- I ' a u t r e ,  d o n t  l e s  c a r a c t è r e s  p h é n o t y p i q u e s  n ' é t a i e n  

p a s  s u f f i s a n t s  p o u r  une i d e n t i f i c a t i o n  p r é c i s e ,  a  é t é  s o u m i s ,  

dans  un s e c o n d  o b j e c t i  f ,  2 d e s  é t u d e s  p 5 y s i c o - c h i m i q u e s  d u  

génome e t  à des  r e c h e r c h e s  d ' h o m o l o g i e  a v e c  une  b a c t é r i e  

c o n n u e .  L ' e n s e m b  l e  des  r é s u l t a t s  p e r m e t  de I ' a p p a r e n t e r  à 

Pseudomonas  m a l t o p h i l i a .  

P i o t r e  t r a v a i  l  a  p e r m i s  l a  m i s e  a u  p o i n t  d ' u n e  " c l é "  

q u i  s e r a  u t i  l e  p o u r  I  ' é t u d e  de c e  d e r n i e r  p h é n o n  t r è s  b i e n  

r e p r é s e n t é  dans  l a  f l o r e  h é t é r o t r o p h e  du  s o l .  L ' o r d r e  d e s  

t e s t s  p r o p o s é  d a n s  c e t t e  " c l é "  a  é t é  c h o i s i  de f a ç o n  à a b o u t i r  

l e  p l u s  s i m p l e m e n t  à l a  p l u s  g r a n d e  r a p i d i t é  d ' i d e n t i f i c a t i o n  

q u i  p a s s e  p a r  l e s  é t a p e s  s u i v a n t e s  : 

I o )  T o u t e s  l e s  s o u c h e s  p i g m e n t é e s  s o n t  d ' a b o r d  é l i -  

m i n é e s  ( p i g m e n t s  d i  f f u s i b  l e s  f l  u o r e s c e n t s  e t  p i g m e n t s  n o n  

d i f f u s i b l e s  a p p a r a i s s a n t  d è s  l e  d é b u t  de l ' i n c u b a t i o n )  

Z O )  T o u t e s  l e s  s o u c h e s  n e  p r é s e n t a n t  p a s  d i e x i g e n c e s  

n u t r i t i o n n e l  l e s  s o n t  r e j e t é e s  ( e n  e m p l o y a n t  l a  m é t h o d e  d e s  

r é p l  i q u e s  s u r  m i  l i e u  m i n i m u m  e t  s u r  mi l i e u  e n r i c h i  e n  

m é t h i o n i n e ) .  

3O) La  r e c h e r c h e  de l a  c y t o c h r o m e - o x y d a s e  c o n d u i t  

e n s u i t e  2 I  ' 6 1  i m i  n a t i o n  d e s  , s o u c h e s  d o n n a n t  une  r é p o n s e  p o s  i -  

t i v e .  



4 ' )  A p a r t  i r d e s  s o u c h e s  c y t o c h r o m e - o x y d a s e  ( - )  , 
o n  n e  c o n s e r v e  a l o r s  q u e  ce1  l e s  q u i  d o n n e n t  une  r é a c t i o n  n é g a -  

t i v e  a u  Gram. 

5 ' )  Le t e s t  de Hugh e t  L e i  f s o n  p e r m e t  é v e n t u e l  l e m e n t  

l ' é l i m i n a t i o n  des  s o u c h e s  f e r m e n t a n t  l e  g l u c o s e .  

6 ' )  E n f i n ,  l a  p r é s e n c e  de g é l a t i n a s e  e s t  u t i  l  i s é e  

comme d e r n i e r  c r i t è r e  d i s c r i m i n a t i  f de c e  p h é n o n .  

S u r  l e s  s o u c h e s  a i  n s  i  s é l e c t i o n n é e s ,  d ' a u t r e s  t e s t s  

' c o m p l é m e n t a i r e s  o n t  é t é  e f f e c t u é s ,  t e l s  q u e  l a  m i s e  e n  é v i d e n c e  

de l a  l i p a s e  e t  l a  r é d u c t i o n  d u  l a i t .  I l s  o n t  c o n f i r m é  l a  

v a l  i d i  t é  de c e t t e  d é m a r c h e  e x p é r i  m e n t a l e .  

E t a n t  d o n n é e s  l e s  e x i g e n c e s  en a c i d e s  a m i n é s  de  c e s  

s o u c h e s ,  p a r t i c u l a r i t é  b i o c h i m i q u e  q u i  l e s  o p p o s e  a u x  P s e u d o -  

monas  f  I u o r e s c e n t s ,  i l é t a i t  i n t é r e s s a n t  d ' e x a m i n e r  l e s  c o n d i -  

t i o n s  de  p r o 1  i f é r a t i o n  p a r  des  d o n n é e s  é c o l o g i q u e s .  A n t i c i p a n t  

s u r  un f u t u r  d é v e l o p p e m e n t  de n o s  t r a v a u x ,  n o u s  a v o n s  r e c h e r c h é  

des  g e r m e s  d u  p h é n o n  3  d a n s  l e s  z ô n e s  r h i z o ç p h é r i q u e s  q u ~  s o n t  

e n r i c h i e s  e n  s u b s t a n c e s  o r g a n i q u e s  e x c r é t é e s  p a r  l e s  p l  a n t e s .  

N o u s  I ' a ' v o n s  f a i t  d ' a b o r d  d a n s  une " t e r r e  r h i z o s -  

p h é r i q u e  p r o c h e "  de c h o u x  e t  d a n s  l a  t e r r e  t é m o i n  c o r r e s p o n -  

d a n t e  e n  app  l i q u a n t  l a  c l é  de d é t e r m i  n a t i o n  . p r o p o s é e  c i - d e s s u s .  

S u r  un n o m b r e  t o t a l  de  1 7 2  s o u c h e s  d ' o r i g i n e  r h i z o s p h é r i q u e  e t  

de 1 7 9  s o u c h e s  de l a  t e r r e  t é m o i n ,  n o u s  a v o n s  i d e n t i f i é  r e s p e c -  

t i v e m e n t  4 e t  3 s o u c h e s  h é t é r o t r o p h e s  a s s i m i  l a b l e s  a u  p h é n o n  3.  

E n s u i  t e ,  n o u s  a v o n s  c o m p a r é  une  " t e r r e  r h  i z o s p h é r i  que  

p r o c h e "  de b e t t e r a v e  s u c r i è r e  e t  l a  t e r r e  t é m o i n  c o r r e s p o n d a n t e .  

S u r  1 3 2  s o u c h e s  i s o l é e s  de p a r t  e t  d ' a u t r e ,  n o u s  a v o n s  s é l e c -  

t i o n n é  10 b a c t é r i e s  a s s i m i  l a b l e s  a u  p h é n o n  3 d a n s  l a  t e r r e  

r h i z o s p h é r i q u e  e t  s e u l e m e n t  4 d a n s  l a  t e r r e  t é m o i n .  

I I  s e m b l e  d o n c  q u ' e f f e c t i v e m e n t  un e n r i c h i s s e m e n t  du 

s o l  e n  a c i d e s  a m i n é s  f a v o r i s e  l a  p r o l i f é r a t i o n  de c e s  g e r m e s .  

I I  s e r a i t  i n t é r e s s a n t  d ' e n t r e p r e n d r e  d e s  a n a l y s e s  s e m b l a b l e s  

a u  n i v e a u  d e  s i t e s  é c o l o g i q u e s  d i f f é r e n t s  e n  f o n c t i o n  de c e s  

e x i g e n c e s  nutritionnel l e s .  



Q u a n t  a u  r ô l e  é v e n t u e l  de c e s  b a c t é r i e s  d a n s  l e  s o l ,  

i l  n ' a  p a s  é t é  a b o r d é  m a i s  i l e s t  p o s s i b l e  de  s u g g é r e r ,  c o m p t e  

t e n u  de l e u r  é q u i p e m e n t  e n z y m a t i q u e  p a r t i c u l  i e r  ( p o t e n t i a l  [ t é s  

p r o t é o l y t i q u e  e t  l i p o l y t i q u e ) ,  l e u r  r ô l e  é v e n t u e l  d a n s  d e s  

p r o c e s s u s  de d é g r a d a t i o n ,  p a r a l  I è l e s  o u  comp l é m e n t a i  r e s  à c e u x  

d e s  ? s e u d o m o n a s  f l  u o r e s c e n t s .  

E n f i n ,  c e r t a i n e s  de c e s  b a c t é r i e s  p r o d u i  s a n t  d e s  

p i g m e n t s  s o l  u b l e s  p r o c h e s  des  m é l a n i n e s ;  p . e u t - ê t r e  p o u r r a i e n t -  

e l  l e s  a u s s i  c o n t r i b u e r  s e c o n d a i  r e m e n t  à l a  f o r m a t i o n  d u  

c o m p l e x e  h u m i q u e .  

O u t r e  l e s  p r é c i s i o n s  s y s t é m a t i q u e s  s u r  l a  m i c r o f l o r e  

du s o l  q u ' o n t  a i n s i  a p p o r t é  c e s  t r a v a u x ,  I ' a c c e n t  a  d o n c  ê t é  

m i s  s u r  un g r o u p e m e n t  d o m i n a n t  a p p a r e n t é  à I ' e s p è c e  ? s e u d o m o n a s  

m a l t o p h i  l  i a  d o n t  l ' a s p e c t  é c o l o g i q u e  s e r a i t  i n t é r e s s a n t  à d é v e -  

l o p p e r ,  
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R E S  U M E  

Une é t u d e  Xaxonomique de b a c t i f h i e s  t e l l u h i q u e a  à 

Ghani n d g a t i a  non dehmenXanAea a pehmia pah l ' a n a l q h e  dacXo- 
h i e l l e  dea cohheapondancea une h é p a h z i $ i o n  en b gnoupea bac- 

t é h i e n . ~  homogènes (phénonb ) don2 deux haaaemblen;t env ihon l ea  
2 /  3 dea aouchea. 

Pahnii cea 2 phénona, l e  phemieh ea;t a a a i m i l a b l e  

au geuhe Paeudomonaa du gtroupe ~ l u o h e a c e n t  e2  l e  deuxième,  -- ----- - - 
pah aea heula  cahactêhea phénotypiquea,  n ' a  pu &the i d e n t i d i é  

a v e c  c e h i i t u d e .  

En cloumettant l 'A .D.N.  des aouchea de ce phénon 
à l a  d é n a t u h a t i o n  thehni ique ,  l e  c o e d d i c i e n t  de Shapiho-Chatgadd 

a pu ê t h e  c a l c u l é .  En d o n c i i o n  dea v a l e u t h  obtenuea ( %  G C  

v o i b i n  de 6 5  % )  , de6 expéhiencea d ' h y b h i d a t i o n  enkhe c e t  A . D . N .  

e t  c e l u i  de aouchea de hédchence on2 é t é  en theph iaea  en u t i l i -  
a a n t  l a  mézhode deb. membhanea d i l t h a n t e h  e n  n i t h o c e l l u l o a e .  Lea 

héh u lXa. t~  obtenua conduia e n t  ti é t a b l i h  une a i m i l i x u d e  avec  

Pa  eudamo nad r n a l t q h i l i a .  --------- ----- 


