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I INTRODUCTION 
************ 

Le groupe de6 hydrogénobactéries est défini sur la base de la 

capacité physiologique à utiliser l'hydrogène comme donneur 

d'électrons et le gaz carbonique comme source de carbone, en 

conditions aérobies. Ce Bont donc des chimiolithoautotrophes. Ces 

hydrogénobactéries - sensus stricto - sont différentes des 

bactéries qui peuvent utiliser l'hydrogène en conditions aérobies 

mais sans fixer le COa (Azotobacter, Entérobacteriacéee... ) . 

Elles différent également des bactérieB qui utilisent l'hydrogène 

en conditions anaérobieB avec le sulfate ou le COa comme 

accepteur d'électrons CDesuifovibrio, Clostridium aceticum, 

Acetobacterium wpodi, Hethanobacterium thermoautotrophicum.. . ) . 

A l'origine, les hydrogénobactéries ont été regroupées dans le 

genre Hydrogenomonas. Avec la description d'un nombre croissant 

de souches, il est apparu que ce groupe était hétérogène et que, 

dans la plupart des cas, les espèces individuelles devaient être 

placées dans des genres préexistants de bactéries hétérotrophes 

(Pseudomonas, AlcaligeneB, Aquaspirillum etc.). Le genre 

Hydrogenomonas a donc dQ être rejeté {Davis et al. 1969}. Des 

étudeB morphologiques (Aragno et al. 1977, Walther-Maruschat et 

al. 1977) ainsi que 1'isolement d'hydrogénobactéries appartenant 

à d'autres groupes taxonomiques ont confirmé cette diversité. 

Les dernières monographies parues sur les hydrogénobactéries sont 

celles d'Aragno et Schlegel (1981) - taxonomie et écologie - et 

de Bowlen et Schlegel (1981) - physiologie -. 

Lee hydrogénobactéries sont donc, taxonomiquement, un groupe plue 

dispersé et moine spécialisé que les autres groupes de bactéries 

lithotrophes: bactérieB nitrifiantes, ferro et suifooxydantes. 

Elles s'en distinguent également par l'absence de systèmes de 

membranes internes (adaptation structurelle à la vie autotrophs) 
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ainsi que par leur développement de préférence hétérotrophe. 

Les hydrogénobactéries sont des autotrophes facultatifs dont la 

croissance est généralement meilleure sur dsB composés organiques 

(Rittenberg 1969). On ne connaissait pas dans ce groupe 

d'autotrophes obligatoires. De plus, alorB que les donneurs 

inorganiques d'électrons sont généralement disponibles en 

quantité appréciable, l'hydrogène semble n'être présent qu'à 

l'état de traces dans la plupart des environnements naturels. Il 

ne peut pourtant être utilisé qu'au-dessus d'un seuil de 

concentration valant de 1-iO nK pour la plupart des souches 

étudiées (Conrad et al. 1983a), soit plus que la concentration en 

hydrogène mesurée dans les sols et les eaux ou en équilibre avec 

l'atmosphère (Conrad et Seiler 1979, Conrad et al. 1983b). 

Sur la baBe de ces constatations, l'utilisation aérobie de 

l'hydrogène apparaît comme un phénomène peu fondamental. 

Cependant, 1'expression de ce métabolisme chez des bactéries 

aussi diverses implique nécessairement que celui-ci a une 

signification réelle dans certaines conditions: il convient donc 

de chercher lesquelles. 

Il exiBte au moins deux types de situations où l'utilisation de 

l'hydrogène s'avère significative: lors de la croissance en 

conditions mixotrophes et dans les - rares - milieux riches en 

hydrogène. 

- Croissance en conditions mixotrophes 

De nombreuses bactéries Bont capables d'utiliser de manière 

conjointe une source de carbone organique et un donneur 

d'électrons inorganique; cette possibilité exiBte également 

chez les hydrogénobactéries (Rittenberg 1969). Les implications 

physiologiques de ce métabolisme (taux d'activités 

enzymatiques, régulations...} ont été étudiées de manière 

détaillée chez une hydrogénobactérie mésophile, Aquaspirillum 

autotrophicum (Fasnacht 1987). Quant à l'avantage écologique 

inhérent à un tel métabolisme, il a été mis en exergue a 
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plusieurs reprises (Gottschal et Kuenen 198Oa,b, Beudecker et 

al. 1962, Kuenen et Gottschal 1982, Kuenen et Robertson 1984 

entre autres). 

- Milieux riches en hydrogène 

Les concentrations en hydrogène mesurées dans les BOIB et les 

eaux sont des valeurs moyennes, temporellement et 

géographiquement. Elles n'excluent ni l'existence de 

microenvironnements riches en hydrogène ni l'apparition 

transitoire de concentrations plus élevées. 

On mesure p.ex. de fortes productions d'hydrogène dans les 

décharge B où la matière organique est décomposée sous des 

conditions de diffusion restreinte d'oxygène (Gandolla et al. 

1982, Gandolla et Grabner 1983, Glauser et al. 1987). La phase 

transitoire de dégagement d'hydrogène s'accompagne de la 

production de nombreux composés organiques volatils 

malodorants. Ces mauvaises odeurs peuvent être éliminées en 

déposant sur la décharge une couche de terre de 30-50 cm 

(Gandolla et al. 1986). Ce sol permet l'établissement d'une 

population de bactéries aérobies qui vont oxyder IeB produits 

volatils et les gaz, dont l'hydrogène, issus de la zone 

anaérobie sous-jacente. Dugnani et al. (1986) ont montré que 

dans ces conditions il y avait établissement d'une importante 

population d'hydrogénobactérieB. 

Les interfaces entre zones riches en oxygène et zones sans 

oxygène (zones oxiques et anoxiques) apparaissent d'aillleurB, 

d'une façon générale, comme très propices au développement des 

hydrogénobactéries. 

On obBerve également d'importants dégagements d'hydrogène au 

voisinage des fixateurs d'a20te [HayBtead et al. 1970). Ceux-ci 

possèdent généralement des hydrogénases leur permettant de 

récupérer cet hydrogène. Cette récupération a le triple 

avantage d'empêcher une inhibition de la nitrogénase reductase 

par l'hydrogène, d'abaisser la concentration en oxygène au 

voisinage du fixateur et de fournir de l'énergie (Dixon 1972). 

Oe nombreux fixateurs d'azote sont cependant dépourvus 
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d'hydrogénase (Hup-) sane pour autant que 1'on détecte de 

l'hydrogène à leur proximité (Schubert et Evans 1976, UratBu et 

al. 1962), On peut supposer que l'hydrogène est consommé par 

des hydrogénobactéries qui établiraient une relation 

syntrophique avec les fixateurs d'azote; symbiose comparable à 

celle qui s'établit en conditions anaérobies entre acétogènes 

et méthanogÔnes (Wolin et Hilar 1982, Conrad et al. 1985b). 

On constate donc que les hydrogénobactéries ont un effet indirect 

sur le bilan global de 1'hydrogène; plutôt que de consommer les 

traces d'hydrogène présentes dans l'atmosphère, les sols ou les 

eaux, elles vont se développer à proximité immédiate de zones 

riches en hydrogène: particules en décomposition, interfaces 

entre zones oxiques et anoxiques, fixateurs d'azote etc. Leur 

faculté de se développer en conditions mixotrophes leur permet 

d'utiliser au mieux ces apports transitoires ou/et localisés. 

Récemment, on a pris conscience de l'existence d'un autre type 

d'environnement potentiellement favorable aux hydrogénobactéries: 

les milieux géothermaux. De par leur température élevée, ces 

environnements sont susceptibles de contenir d'importantes 

quantité d'hydrogène. A haute température en effet, l'hydrogène 

peut être produit de façon abiotique (D'Amore et Nuti 1977, Kita 

et al. 1982), On a d'ailleurs mesuré des teneurs en hydrogène de 

plusieurs pourcents dans divers sites géothermaux (Gunter et 

Musgrave 1966, Arnorseon et Gunnlaugsson 1985). Contrairement à 

ce que l'on observe danB les eaux ou les BOIS des régions 

tempérées, on a là des environnements permettant une croissance 

hydrogénotrophe en permanence. A priori, il s'agit donc d'un 

habitat possible pour des hydrogénobactéries. Cependant, diverses 

caractéristiques vont de pair avec cette richesse en hydrogène: 

hautes températures, pauvreté en matière organique, manque de 

diversité des niches écologiques, isolement géographique et nous 

ignorions 1'impact de ces différents facteurs sur le 

développement des hydrogénobactéries. 
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L'existence d'hydrogénobactéries thermophiles est peu documenté, 
te* ''"• - ~ •' - '--«.? • 

En 1982, les seules'eBpèces décrites étaient: Pseudomonas 
thermophila, synonymie: HydrogenomonaB thermophilus (Mc Gee et 
al. 1967, Emnova et Zavarzin 1977), Pseudomonas 
hydroqenothermoghila K2 (Goto et al. 1977, 1978), Flavobacterium 

autothermophilum (Goto et al. 1977, 1978) et Bacillus Bchleqelii 

(Schenk et Aragno 1979); cette dernière étant à notre 

connaissance la seule espèce homologuée! Ce Bacillus posait 

d'ailleurs un problème écologique puisque, malgré son optimum de 

température de 65'C, il n'avait été isolé que de milieux à basse 

température. 

Cependant, la réalité d'une vie à haute température était déjà 

bien établie, surtout depuis IeB travaux de Brock qui a fait un 

véritable travail de pionnier, non seulement en isolant et 

décrivant plusieurs espèces de bactéries thermophiles, mais 

surtout en s'intéressant à leur écophysiologie. Depuis lore, 

l'intérêt pour les bactéries thermophiles ne s'est jamais 

démenti. La découverte du "règne" des Archéobactéries (Woese et 

Fox 1977, Woese et al. 1978, Fox et al. 1980) qui compte de 

nombreuses espèces thermophiles, l'étude de nouveaux 

environnements à haute température comme les "blacJc-Btnokers" et 

autres manifestations hydrothermales sous-marines, le potentiel 

biotechnologique de tels organismes ont encore relancé cet 

intérêt. Des nombreuses études réalisées sur les organismes 

thermophiles nous pouvions conclure qu'il n'y avait aucun 

obstacle théorique à l'existence d'hydrogénobactéries 

thermophiles. 

L'absence de carbone organique pouvait constituer un handicap 

plus sérieux. Mous avons vu que les hydrogénobactéries décrites 

jusqu'alors n'étaient que facultativement autotrophes et se 

développaient de préférence en conditions mixo- ou hétérotrophes. 

La question se posait de savoir s'il existait des 

hydrogénobactéries capables de s'adapter â un environnement, 

certes riche en hydrogène, mais très pauvre en matière organique. 

Le Beul moyen d'y répondre était de tenter des isolements dans de 

tels milieux! 

5 



Notre problématique au début de ce travail était donc la 

suivante: 

- Caractérisation des milieux géothermaux 

Notre centre d'intérêt était bien entendu l'hydrogène: 

quantification, mesure de consommation etc. Par ailleurs, 

d'autres paramètres physicochimiques pouvant éclairer 

l'écologie des souches vivant dans de tels milieux ont 

également été analysés: teneur en matière organique, chimisme, 

température, pH... Il convenait aussi de quantifier 

l'importance des hydrogénobactéries dans de telB milieux ce que 

nous avonB tenté d'estimer par des numérations. 

- Isolement et caractérisation d'hydrogénobactéries 

L'étude des milieux géothermaux ayant prouvé qu'ils 

constituaient des habitats potentiels pour les 

hydrogénobactéries, nous avonB alors tenté d'en isoler des 

hydrogénobactéries thermophiles puis de les caractériser. 

Nous ne savions pas à priori quelles espèces étaient 

susceptibles de se développer danB de tels milieux. Sur la base 

de travaux effectués danB des environnements similaires par de 

nombreux chercheurs, nous pouvions cependant formuler quelques 

hypothèses : 

- Isolement de souches thermophiles fortement apparentées à 

des espèces mésophiles déjà décrites, En quelque sorte, 

des "variants thermophiles", situation fréquemment 

rencontrée lors d'isolement de Bacillus thermophiles. 

- Isolement de souche thermophiles hydrogénotrophes 

apparentées à des espèces hétérotrophes ou possédant un 

autre type de lithotrophie, soit des "variants 

hydrogénotrophes". 

- Isolement de souches originales, sans lien direct avec des 

espèces déjà décrites, appartenant éventuellement au 

"règne" deB ArchéobactérieG, vu 1'abondante représentation 

de celui-ci dans de tels milieux. 
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Le travail de taxonomie réaliaé sur les eouchee isoléeB devait 
* • * - • * * • * - " " * ' ' * • ~ 

nous permettre dé tester le bien fondé de ces trois hypothèses. 

- Mise en évidence de l'impact du milieu sur les caractéristiques 

physiologiques et phylogénétiques des souches isolées. 

DanB les milieux géothermaux, les disponibilités relatives de 

la matière organique et de l'hydrogène sont à l'inverse de ce 

que l'on observe généralement. De quelle manière ce facteur 

influence-t-il la phyaiologie des hydrogénobactéries? Peut-on 

dans de tels milieux concevoir d'isoler des bactéries se 

développant de préférence en conditions hétérotropheB ou 

mixotrophee, comme c'est le cas habituellement? Par ailleurs, 

quel est l'effet de la température; la concentration en 

hydrogène dissous permet-elle une croissance hydrogénotrophe; 

l'utilisation de l'hydrogène reste-t-elle possible aux très 

hautes température; Le cycle de Calvin est-il encore 

fonctionnel au-dessus de 70'C? 

A ces nombreuses questions sur la physiologie s'ajoutent encore 

celles sur la phylogénie. Les milieux géothermaux exercent une 

forte pression de sélection sur les organismes qui y vivent. De 

plus, leur isolement géographique s'oppose à l'action de 

mécanismes d'évolution généralement très répandus dans le monde 

bactérien tel que le brassage génétique par échange horizontal 

de gèneB. Dans ces conditions, quels sont les mécanismes de 

spéciation? 

La réponse â ces questions dépasse le cadre de cette thèse, 

mais nous tenterons néanmoins d'apporter quelques éléments 

d'explication. 

- Ecologie de Bacillus Schlegelii 

Incidemment, nous avons tenté de résoudre le problème de 

l'écologie de B. schlegelii en le recherchant systématiquement 

dans les milieux géothermaux qui, au vu des caractéristiques 

physiologiques de cette bactérie, apparaissent comme un type 

d'environnement plus adéquat que des Bédimente froids! 
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II. LA THERMOPHILIE 

Notre propoB n'est pas de traiter de manière exhaustive tous les 

aspects de la thermophilie. Nous souhaitons seulement, dans ce 

chapitre, donner quelques informations de base sur la vie à haute 

température et les phénomènes qui y sont lié. 

Seuls quelques pointB sont donc traités et cela 

superficiellement, mais ces données nous ont paru nécessaires à 

une meilleure compréhension de ce travail. 

1. Quelques considérations sur les environnements extrêmes 

Ces dernières années, en même temps qu'un intérêt grandissant 

pour les milieux extrêmes, il s'est dégagé un consensus en ce qui 

concerne la notion même d'environnements extrêmes. 

Par conditions extrêmes, on entend généralement un milieu 

exerçant une pression particulièrement forte sur les organismes 

qui y vivent; qu'il B'agisBe de fortes concentrations en solutés, 

d'une absence presque totale de nutriments, de températures très 

élevéeB ou très basses ou d'autres facteurs. 

La logique immédiate d'une telle définition n'exclut pas 

cependant un point de vue critique. Le terme extrême prie dans 

cette acception là n'est-il pas trop anthropocentrique? Tout se 

passe comme si tous les environnements hostiles aux êtreB vivants 

évolués et à 1'homme en particulier étaient considérés comme 

extrêmes. 

Qu'est ce qui nous permet d'affirmer que le stress d'un organisme 

vivant en eau douce et obligé de maintenir une presBion interne 

bien supérieure à la pression externe est moins grand que celui 

d'un organisme halophile qui vit dans un milieu quasiment 
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isoosmotique? Dane un même ordre d'idée, pourquoi ne pas 

considérer comme hostiles les milieux oxygéniqueB, eu égard à la 

toxicité de l'oxygène et surtout de ees dérivée? 

On pourrait alors tenter de définir les milieux extrêmes comme 

des milieux dans lesquels prévalent des conditions que l'on ne 

rencontre que trèe rarement. MaiB alors, pourquoi considérer les 

psychrophiles comme des "extrémistes" alors que près de SO % de 

la biosphère est à une température de 270-280'K? (Kogut 1980}. 

En fait, comme le souligne Brock (1969), un environnement extrême 

doit être défini taxonomiquement. Quand on procède ainBi, on 

s'aperçoit qu'il y a des milieux où certains groupes taxonomiques 

sont absentB; on observe que, sous certaines conditions 

physicochimiques, la diversité des espèces diminue de manière 

drastique aboutissant quasiment à la culture pure. 

Seuls les environnements à faible diversité taxonomique peuvent 

être considérés comme extrêmes, parmi eux notamment: les 

environnements à hautes températures. 

Dans ces milieux, il existe un ou plusieurs facteurs qui font que 

la vie, telle qu'elle a évolué sur terre, est agressée et que les 

organismes qui ont malgré tout réussi à se développer dans ceB 

niches là ont dû mettre au point des stratégies particulières. 

L'intérêt et, dans certains cas, le financement pour l'étude de 

ces milieux extrêmes ont été stimulés par la recherche de vie 

extraterrestre et les questions sur l'origine de la vie. 

Connaissant les limites actuelles de la vie, on espère pouvoir 

estimer IeB conditions ayant permis son émergence. Mieux on 

connaîtra l'évolution terrestre, plue on sera à même d'extrapoler 

et de supputer les possibilités de vie extraterrestre - étant 

bien entendu que des pressions évolutives différentes peuvent 

amener de grandes variations dans le développement des êtres 

vivants. 
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2. Les organismes thermophilee 

L'observation d'une vie à haute température est ancienne. DanB 

son histoire naturelle, Pline l'ancien notait: "Des plantée 

vertes poussent dans les sources chaudes de Padua (Abano), on 

trouve des grenouilles dans celles de Pise, des poissons à 

Vetulonia (Etrurie)" (Plinua SeconduB Caius, Natural history 

1944). Ferdinand Cohn en 1862 écrivait: "Même une simple 

observation visuelle des différentes couleurs montre que 

différentes espèces existent à différentes températures de 

l'eau". 

Très tôt, les chercheurs ont insisté sur l'importance à accorder 

à deux points: 

- La nécessité de montrer que les organismes se développent 

réellement aux températures considérées. 

- L'obligation de mesurer la température à l'endroit exact où 

l'organisme est trouvé. 

L'étude d'organismes thermophiles est d'un grand intérêt général. 

Une telle étude permet d'isoler de nouvelles espèces de bactéries 

présentant souvent des particularités métaboliques originales, 

des données phylogénétiques intéressantes ou des applications 

industrielles utiles. Du point de vue écologique, l'étude des 

environnements géothermaux fournit des modèles appréciés pour 

leur "simplicité". 

2.1. Classification 

La classification des organismes en fonction de leurs 

températures cardinales de croissance est assez embrouillée. Deux 

faits contribuent à cette situation insatisfaisante. D'une part, 

l'échelle des températures à considérer s'élargit à mesure que de 

nouvelles espèces thermophiles sont décrites et que la 

température maximale pour la vie est repoussée. D'autre part, 
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aucune température ne représente une frontière décisive 

permettant de séparer sans équivoque deux groupes de bactéries. 

En 1698 déjà, Schilliger notait l'état insatisfaisant de la 

nomenclature concernant les organismes thermophiles. Il proposait 

alors le therme de thermotolérant pour lee bactéries se 

développant à la fois à haute et à baBse température et réservait 

le terme de thermophile pour les bactéries ne ee développant qu'à 

haute température - tout en mettant en doute l'existence de telB 

organismes ! 

En près de cent ans, les découvertes d.'organismes thermophiles se 

multipliant, les possibilités d'une classification simple ne se 

sont pas améliorées. Un certain coneenBUB Bemble cependant s'être 

dégagé autour de la définition donnée par Parrel et Campali 

(1969) soit: 

- ThermophileB stricts ou obligatoires: optimum vers 

65-70'C, pas de croiBBance à moins de 40*C. 

- Thermophiles facultatifs: maximum vers 50-60'C, 

croissance à moine de 30'C possible. 

- Thermotolérants: maximum vers 45-50'C, croissance à 

température ambiante possible. 

Le terme de caldoactif introduit par Williams (1975) pour 

désigner les bactéries se développant à très haute température 

étant quelque peu contesté - et contestable! - on y préfère 

généralement celui de thermophile extrême. 

Imsenecki et Solnzeva (1945) préconisent les termes de sténo et 

eurythermal pour notifier l'étendue de la gamme de température 

permettant la croissance soit: 

- Eurithermal: organisme se développant sur une large 

gamme de température. 

- Stenothermal: organisme se développant sur une 

étroite gamme de température. 
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Cea classifications sont valables pou* des procaryoteB. Il est 

évident que quand on parle de champignons, de mousses ou de 

bactéries pathogènes, les limites envisagées ne sont pas les 

mêmes ! 

Toute tentative pour une nomenclature plus précise n'offre que 

peu d'intérêt. D'une part, il y a une série continue de minima et 

de maxima de croissance, aucune température ne ee révèle donc 

d'importance cruciale. D'autre part, certaines expériences de 

thermoadaptation semblent montrer qu'il est possible de décaler 

les limites de température d'une espèce (quoique une partie de 

ces expériences soient actuellement contestées). 

L'utilité de cette terminologie eBt cependant indéniable; il 

convient seulement de tenir compte de ses ambiguïtés. 

3. Limites de température 

Aucune limite de température ne peut être assignée à la vie, dans 

l'état actuel de nos connaissances. Cependant, il est possible de 

donner des valeurs limites approximatives pour différents groupes 

taxonomiqueß; seuls quelques représentante & l'intérieur de 

chaque groupe peuvent vivre aux températures indiquées, la 

plupart se développent à des températures inférieures. 

Groupe Temp.maximale ('C] 

Animaux 

Poissons et autres vertébréB aquatiques 38 

Insectes 45-50 

Ostracodee 49-50 

Plantes 

Plantes vasculaires 45 

Mousses 50 
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Groupe Temp.maximale ['C] 

Microorganismes eucaryotes 

Protozoaires 56 

Algues 55-60 

Champignons 60-62 

Microorganismes procaryotes 

Algues bleues (Cyanobactéries) 70-73 

Bactéries photosynthétiques 70-73 

Bactéries chlmiolithotrophes >90 

Bactéries hétérotrophes >90 

Eubactéries 95 

Archéobactéries >110 

D'après Brock (1986) 

Il ressort de ce tableau que les organismes ayant les structures 

les plus simples sont IeB mieux à même de s'adapter aux hautes 

températures. La question se pose de savoir s'il s'agit là d'une 

limitation physiologique intrinsèque ou d'un processus évolutif. 

Il est intéressant de remarquer à ce propos que les plus hauts 

thermophiles appartiennent à un embranchement qui s'est séparé 

très tôt dans l'évolution, celui des Archéobactéries. 

Il est également possible d'établir un tableau donnant les 

limites actuellement connueB de quelques processus 

physiologiques. 

Processus physiologiques Temp.maximale ['C) 

Respiration soufre >110 

Photosynthèse (Synechoccus) 74 

Fixation de l'azote fMastigocladus) > 50 

fixation du COa 

- Par Calvin (Bacillus Hchlegelil ) > 75 

- Autra (Pyrodictlum) >110 

Oxydation aérobie de l'hydrogène (Hydrogenobacter) > 85 

Vie ??? 
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La limite de 74"C pour la photosynthèse semble bien établie, La 

plupart dea milieux géothermaux étant abondamment éclairé, ce 

n'est certes pas l'intensité lumineuse qui apparaît comme un 

obstacle au développement de phototrophes hautement thermophiles. 

On peut donc supposer que c'est l'appareil photosynthétique lui-

même qui ne peut être stable à dee températures élevées, à moins 

qu'il n'y ait là une explication évolutive. La photosynthèse 

pourrait n'être apparue qu'après que IeB températures moyennes se 

soient sensiblement abaissées. 

Il en va peut-être de même en ce qui concerne la fixation de 

l'azote, quoique aucune recherche de fixateurs d'azote hautement 

thermophiles ne semble avoir été entreprise (à notre connaissance 

du moins car il faut bien admettre que les résultats négatifs 

sont rarement publiés!). Stevens et al. (1985) ont rapporté la 

possibilité/ chez MastigocladuB laminosus, de fixer l'azote 

moléculaire à haute température. Les auteurs ont démontré que ces 

bactéries étaient capables de réduire l'acétylène en ethylene à 

plus de 50'C. Mis à part ce résultat, les autres tentatives 

d'isoler des fixateurs d'azote eubactérienB thermophiles se sont 

révélées négatives. Des espèces phototrophes thermophiles comme 

Chloroflexus aurantiacuB ou Chromatium tepidum sont incapables de 

fixer l'azote moléculaire (Heda et Madigen 1966, Madigan 1986) 

alors même quelles appartiennent à deB groupes où la diazotrophie 

est très répandue. De fait, la température maximale de croissance 

de MaBtiqocladus laminosus (63-64'C) apparaît également comme la 

température maximale pour la fixation de l'azote (si même la 

fixation a bien lieu jusqu'aux températures maximales de 

croissance!). Il est possible que l'expression des gènes "Nif 

soit thermosensible comme cela a été démontré chez Klebsiella 

pneumoniae (Postgate 1982) et qu'il y ait une limite 

physiologique à la fixation d'azote. 

La découverte d'Archéobactéries fixatrices d'azote va peut-être 

permettre de repousser cette limite. Methanococcus 

thermollthotrophicus est p.ex. capable de fixer l'azote 

moléculaire à 60'C (Belay et al. 1984). 
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Plua étonnante est la découverte de l'absence de cycle de Calvin 

chez les organismes'vivant a plus de 70 C. Sl la fixation du COa 

reste possible en deesus de cette température, c'est par des 

mécanismes différant du cycle de Calvin. On peut supposer que les 

enzymes du cycle de Calvin sont trop thermolabiles pour opérer en 

desBUS de 70'C ou que lee thermophileB extremes sont d'origine 

ancienne et qu'ils sont apparus à un moment où le cycle de Calvin 

n'était pas encore la règle. Nous rediscuterons de ce point à 

propos de la fixation du COa chez les Hydroqenobacter. 

En ce qui concerne les limites de la VIe1 le débat reste ouvert. 

La Beule condition fondamentale étant la présence d'eau à 1'état 

liquide, cela signifie que les limites de température sont les 

points de congélation et d'ébullition de l'eau, ceux-ci variant 

en fonction de la pression... 

Heinen et Lauwers (1981) ont été les premiers à montrer qu'il 

était possible de cultiver des bactéries à plus de 100'C. Far 

palliers succesifs, ils ont réussi à adapter deux espèces de 

Bacillus {B.caldolyticus et B.caldotenax) à une croiBBance à 

105'C. Il ne s'agissait là que d'une adaptation et du reste 

1'expérience n'a pas pu être répétée; mais, en 1982, Stetter 

réussissait à isoler, d'une solfatare sous-marine, des organismes 

se développant optimalement è 105'C. Il B'agit d'anaérobes 

stricts appartenant au genre Pyrodictium {Stetter et al. 1983) . 

Baross et al. (1962) isolaient presque simultanément des 

communautés bactériennes complexes capables de pousser rapidement 

à 100'C en produisant du méthane, de l'hydrogène et du monoxyde 

de carbone. Des essaie de culture à plus haute température 

(25O'C, 265 atm.) ont été tentés avec ces mêmes communautés et 

considérés comme concluants {Baross et Oeming 1983). 

La validité de ces résultats est actuellement mise en doute et 

aucune confirmation n'a encore été apportée (Trent et al. 1984). 

Toutefois, le débat eat loin d'être clos. 
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4. Bases moléculaires de la termophllie 

Bien que la recherche des bases moléculaires de la thermophilic 

ne fasse l'objet d'aucune attention particulière dans ce travail, 

il nous a néanmoins paru intéressant de dresser un bilan succint 

des connaissances dans ce domaine. Nous nous sommes contentés 

d'en donner un bref aperçu, nécessairement simplifié voire 

lacunaire, notre unique but étant d'élargir quelque peu le débat 

en y introduisant des notions qui pourront être utiles lors des 

discussions ultérieures. 

Mis à part leur possibilité de se développer à haute température, 

les organismes thermophiles ressemblent beaucoup aux organismes 

mésophileB en ce qui concerne leurs sources de carbone ou 

d'azote, leurs voies métaboliques, leur existence comme aerobes 

ou anaerobes, autotrophes ou hétérotrophes.,. 

Cette parenté a autorisé des études comparatives des différents 

constituants cellulaires bactériens isolés respectivement chez 

des mésophiles et des thermophiles. En prenant la précaution 

élémentaire de comparer deB composés isolés de "proches parents", 

minimisant ainsi l'apparition de différences n'ayant rien à voir 

avec la thermophilic, on peut espérer mettre à jour les bases 

moléculaires de la vie à haute température. 

La température a un effet marqué sur les propriétés physiques et 

les fonctions de la membrane. La plupart des organismes - et pas 

seulement IeB thermophiles - modifient la composition de leurs 

lipides membranaires en réponse à un changement de température. 

Ces modifications Be traduisent par une variation deB 

pourcentages relatifs des différentes claaseB d'acides gras. Si 

la température augmente, on note généralement une augmentation du 

pourcentage d'acides gras ramifiés ou/et saturés ainBi qu'une 

augmentation de la longueur des chaînes. En cas de baisse de la 

température, on a IeB tendances inverses. D'autres modifications 

tendent également à stabiliser les membranes aux hauteB 

températures comme l'enrichissement en hydrates de carbone des 

lipides polaires ou/et la présence d'acides gras alicycllques 

p.ex. w-cyclohexyl (Langworthy et Pond 1986). Ces régulations 
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permettent de maintenir la membrane dans un état de fluidité 

suffisant pour conserver l'intégrité membranaire, permettre lea 

échanges et assurer le bon fonctionnement dee protéines 

mensbranaires. 

SinenBky (1974) a introduit le terme d'homéoviscosité pour 

caractériser cette coneervation de la fluidité membranaire. Il 

est clair que quand cette viscosité ne peut plus être maintenue 

- à des températures extrêmes - la croissance n'est plus 

possible. Bien que la déstabilisation de la membrane n'apparaisse 

pas comme la cause principale de la diminution du taux de 

croissance aux températures BUpraoptimales, elle peut expliquer 

la brutale cessation de croissance quand la température dépasse 

la température maximale (Amelunxen et Murdock: 1978). 

Le comportement des protéines est un des points cruciaux de 

l'adaptation aux hautes températures. L'hypothèse, séduisante par 

sa simplicité, d'un facteur unique qui stabiliserait les 

composants cellulaires a été catégoriquement rejetée à plusieurs 

reprises {Koffler 1957, Koffler et Gale 1957, Amelunxen et LinB 

1966). Une autre explication proposée très tôt par les chercheurs 

est la possibilité d'une resynthèse rapide des composants 

cellulaires détruits par la chaleur, mais cette hypothèse n'a pas 

trouvé de confirmation expérimentale convaincante (Zuber 1979). 

En fait, un tel mécanisme n'est que rarement nécessaire car les 

protéines isolées d'organismes thermophiles présentent souvent 

une résistance accrue à la dénaturation thermale. Remarquons 

cependant que cette thermostabilité se retrouve également chez 

des enzymes isolés d'organismes mésophileB. On a pourtant isolé 

plusieurs enzymes thermolabiles chez des thermophiles (Amelunxen 

et Murdock 1976). On doit dans ce cas supposer que la 

thermostabilité est acquise par interactions avec diverses 

substances {subetats, cofacteurs, cations, membranes). 

Dans la recherche d'une base moléculaire de la thermoBtabilité, 

les approches initiales se sont centrées sur la recherche de 

propriétés structurelles caractéristiques des protéines isolées 

d'organismes thermophiles. Ainsi Allen {1953) pensait qu'elles 
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étaient de petites taillée; Brock (1967) qu'elles devaient leur 

thermostabilité à une conformation rigide et inflexible. D'autree 

chercheurs ont comparé les compositions en acides aminés, le 

nombre de liaisonB hydrophobes, le pourcentage des différentes 

structures secondaires. 

Toutes ces investigations se Bont révélées peu instructives. En 

fait, la seule caractéristique des protéines thermophiles semble 

bien être leur thermostabilité! 

Les différences entre protéines de thermophiles et de mésophilee 

sont donc très variées et subtiles. Elles impliquent probablement 

l'échange de quelques acides aminés à des positions clé, une 

répartition légèrement différente des liaisonB stabilisatrices 

etc . 

De l'avis de nombreux chercheurs, la thermostabilité est acquise 

au détriment de l'efficacité catabolique (Ljungdahl et Sherod 

1976, Sundaram 1986), d'où des taux d'activité plus faibles que 

prévus par la loi d'Arrhénius. 

Le matériel génétique est également thermostable, soit 

intrinsèquement, soit par stabilisation avec des protéines comme 

pour les riboaomes (Brock 1967, Sundaram 1986). L'augmentation du 

pourcentage guanine + cytosine en fonction de la température 

établi chez les Bacillus (Stenesh 1976) ne s'est pas vérifié chez 

les autres groupes. 

En résumé: LeB organismes thermophilee ont un métabolisme adapté 

aux hautes températures. IIB ne Be contentent paB de survivre ou 

de "vivoter" péniblement dans des conditions extrêmes, ils y sont 

optimalernent adaptés. Grâce à dee changements minimes et non 

uniformes, leurs constituants sont thermorésistants ou 

éventuellement stabilisés par des interactions diverses. 

L'arrêt de croissance à des températures suboptimaleB ou 

supraoptimales est le plus Bouvent dû à 1'inactivation d'une ou 

plusieurs enzymes d'importance vitale, éventuellement à une 

déstabilisation membranaire. 
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5. Origine dea organismes thermophiles 

La question de l'origine de la thermophilie'doit reculer aux 

origines de la vie. Il importe de connaître la température de la 

terre à l'époque où la vie est apparue - si l'on considère qu'il 

s'agit d'un événement unique. 

Malheureusement, aucun consensus ne s'est encore dégagé en ce qui 

concerne les températures régnant dans la première moitié du 

Précambrien (il y a 3-4.10* années). C'est pourquoi on peut 

esquisser deux schémas évolutifs. 

On peut tout d'abord supposer que les organismes thermophiles ont 

évolué à partir de précurseurs mésophileB (Castenholz 1979). A 

l'appui de cette hypothèse, le faible nombre d'espèceB rencontré 

dans les milieux à haute température (seules quelques espèces 

auraient réussi à a'adapter) et le succès relatif obtenu dans les 

expériences de thermoadaptation: si on pouvait, en laboratoire, 

contraindre des organismes à s'adapter à une vie à haute 

température, cela était certainement aussi possible dans la 

nature - qui est Infiniment plue patiente que les chercheurs! 

Les deux arguments prêtent le flanc à la critique. Plutôt que 

d'être lié à une raison évolutive, le faible nombre d'espèces 

thermophilBB pourrait tout aussi bien être dû à la faible 

diversité de niches écologiques présentes dans les milieux 

géothermaux ainsi qu'à notre connaissance encore très partielle 

de ce type d'environnement. Quant aux expériences de 

thermoadaptation, elles n'ont été réussies qu'avec deB Bacillus, 

ne semblent paB pouvoir être répétées (Hubert et al. 1986) et en 

tous les cas ne peuvent être reproduites avec d'autre espèces 

(Farrel et Rose 1967). Nous reparlerons de l'origine des Bacillus 

thermophiles dans le chapitre qui leur eet consacré, Notons 

toutefois déjà que ce groupe, ou en tout cas la majorité de 

celui-ci, parait avoir une thermophilie secondaire. Autrement 

dit, il Be serait adapté secondairement aux températures 

extrêmes. On comprendrait mieux alors pourquoi les expériences de 
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thermoadaptation réalisées avec des représentants de ce groupe 

(et de ce groupe uniquement) peuvent quelquefois réussir. 

L'autre schéma suppose une origine thermophile de la vie. A 

l'appui de cette hypothèse: 

- La forte proportion d'Archéobactéries thermophiles; l'ordre deB 

Sulfolobales est même constitué exclusivement de thermophiles 

et, comme nouB l'avons déjà souligné, c'est dans ce règne que 

l'on trouve toua les plue hauts thermophiles. 

- Le fait que les deux embranchements les plus profonds de 

l'arbre évolutif des Eubactéries - le groupe des bactéries 

vertes non sulfureuses et celui des Thermotoqa - Boient 

composés de manière prédominante par des thermophileB 

(Achenbach-Richter et al. 1987). 

- La distribution polyphylétique des organismes thermophiles. On 

peut bien sur supposer qu'il s'agit là d'un caractère adaptatif 

apparu plusieurs fois au cours de l'évolution, maiB il parait 

plus Bimple de postuler que la thermophilic est un caractère 

primitif qui s'est maintenu chez de nombreuses espèces 

appartenant à des genres différents, peut-être sous l'effet de 

pressions écologiques. 

- Quelques évidences géologiques qui laissent supposer que la vie 

est apparue dans un environnement à haute température (Knauth 

et Epstein 1976, Kaplan 1978, Ernst 1983). 

- La corrélation entre l'ancienneté d'une fonction et sa 

température maximale. L'autotrophic p.ex. a un maximum 

supérieur à 100'C, mais dans le cas particulier du cycle de 

Calvin, cycle récent, ce maximum n'est que de 70*C. 

- Le schéma très facile à concevoir d'une perte de 

thermostabilité des organismes thermophiles quand 

l'environnement se refroidit lentement, peut-être au profit 

d'une activité catalytique améliorée. 
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Ce schéma n'exclut cependant paB l'adaptation ultérieure de 

certains groupes, peut-être dee Bacillus,"comme mentionné ci-

deBSUB. 

Quoiqu'il en soit, en l'abBence d'éléments nouveaux, il reste 

difficile d'établir dans quel senB B'eat faite l'évolution et 

tous les scénarios relèvent quelque peu de la spéculation. 

Peut-être, en tout© justice, faut-il encore citer l'hypothèse 

d'Arrhénius (1927) qui considère que les thermophiles sont 

originaires de la planète Vénus, la pression de radiation solaire 

les transportant en quelques jours jusque sur Terre. 

6. Habitats 

La nature ubiquiste deß thermophiles est atteatée par la grande 

variété de sources d'où ils ont pu être isolés, de la neige 

fraiche au sable saharien en passant par les eaux salées ou 

douces, thermales ou non, l'air, les sols. 

Nous reviendrons sur le problème de la présence de thermophiles 

dans des milieux "froids", mais pour ne citer que lee 

environnements présentant des caractéristiques thermiques 

favorables au développement des organismes thermophiles on peut 

mentionner: 

- Les milieux chauffés par le soleil (sols, eaux peu profondes, 

rocheB.) 

- La matière organique en décomposition. 

- LeB environnements dont la haute température résulte de 

l'activité humaine (boilers, certaines usines...) 

- Les environnements géothermiques. 

Chacun de ces environnements a deB caractéristiques bien 

différentes en ce qui concerne sa stabilité physicochimique, les 

températures atteintes, la richesse en matières nutritives, la 

teneur en oxygène etc. Dans chacun d'eux, on s'attendra donc à 

trouver des populations différentes. 
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Noue noua attacherons plue spécialement à l'étude des milieux 

géothermaux. Ceux-ci, quelles que Boient leurs caractéristiques 

physicochimiques, présentent deux particularités remarquables: 

- Une discontinuité géographique marquée - les aires gâothermales 

étant souvent distantes de milliers de kilomètres. 
i 

- Une variété réduite de niches écologiques - les conditions très 

particulières rencontrées dans ces milieux ne IeB rendent 

habitables que par certains types d'organismes aux métabolismes 

bien définis. 
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Ill MATERIEL ET METHODES 
******************** 

1. Caractérisation du milieu naturel 

1.1. Mesure du pH et de la température 

La température est mesurée à l'endroit exact du prélèvement à 

l'aide d'un thermocouple (Digimeter JDC electronic) ou avec un 

thermomètre à mercure. 

Le pH eBt mesuré avec une électrode de verre (Ebro pH-meter PHX 

1400) ou au papier pH. 

1.2. Analyses des composants chimiques et dea gaz 

Ces analyses ont été effectuées à Larderello, dans les 

laboratoires de l'BNEL, sous la direction du Dr. Bertrami. Les 

dosages ont été faits par Chromatographie. Pour le prélèvement 

des gaz, nouB avons trappe les émanations gazeuses des sources à 

l'aide d'un entonnoir relié à une bouteille à robinet (Photo 1). 

1.3. Analyse deB gaz diesoua et consommation d'hydrogène 

Ces méthode e ont été exposées plus en détail dans Conrad et al. 

(1985a). 

L'analyse de l'hydrogène diesoua se fait à partir d'échantillona 

d'eaux thermales dont l'activité biologique a été stoppée par 

l'adjonction de HgCl3 (50 iig/ml). Les échantillons sont alors 

refroidis puis transportés au laboratoire. Le procédé d'analyse a 

été décrit en détail par Conrad et Seiler (1982); la mesure de 

l'hydrogène est basée sur la conversion de l'oxyde de mercure en 
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vapeur de mercure et permet la détection de 2.5 ni d'hydrogène 

par litre (O.1 nH H a). 

Sur le même échantillon, nous meGurone la teneur en oxygène 

dissous avec une électrode à oxygène (Syland Scientific 

Heppenheim), 

Pour la mesure de la consommation d'hydrogène, l'eau thermale est 

rapidement transportée au laboratoire dans des flacons Dawar 

isolée thermiquement. Des échantillons (40 ml) sont prélevés avec 

une seringue de 50 ml et incubés 30 minutes à 60*C. Des témoins 

sont préparés en parallèle en ajoutant soit du NaOH (50 mM) soit 

du HgCIa (100 ug/mlï. 

La consommation d'hydrogène est suivie en mesurant l'évolution de 

sa concentration au courB du tempB Belon la méthode décrite par 

Seiler (1978) et Seiler et al. (I960). Le test eBt initié par 

l'adjonction dans la seringue d'un mélange de gaz, équilibré par 

agitation avec la phase aqueuse. Ce mélange contient 0.02 5 % 

d'hydrogène, dans de l'air pressurisé pour les testa en 

conditions aérobies ou dans de l'hélium pour les tests en 

conditions anaerobies. La phase gazeuse est renouvelée - et 

l'équilibration répétée - à doux reprises puis elle est retirée, 

la seringue fermée par une valve et l'incubation poursuivie. 

1.4. Analysée minéralogiques 

Les analyses sont faites sur dea échantillons (mélange d'eau et 

de boue) lyophilisés. Les poudres sont montées par pression (30 

bar) sur buvard et analysées par diffraction aux rayons X 

(Philips automated X-ray diffractometer Bystem AFD-IO). Ces 

analyses ont été réalisées par le Professeur Kubier a NeuchStel. 

1.5. Détermination du carbone organique 

Cette mesure a été faite à partir d'échantillons lyophilisés 

(- 500 mg) avec un appareil 8-ADG (Carmhomat Bochum, FRG). 
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1.6, Mesure de la concentration en ATP 

L'ATP a été analysé en collaboration avec 'le' Dr. Maire (EPFL) 

selon la méthode exposée dans sa thèse (1983). 

L'ATP est extrait en milieu acide (HaSO*) par agitation thermique 

et ultraBonication. L'ATP extrait est ensuite stabilisé en milieu 

tamponné. ApréB adjonction de lueiferase purifiée, nous mesurons 

par Photometrie 1'émission lumineuse qui eBt proportioneile à la 

quantité d'ATP. Les pertes sont estimées en dopant certains 

échantillons avec une quantité connue d'ATP. 

2. Milieux de culture 

2.1. Milieu minéral de base (HMB) 

Le milieu utilisé est celui décrit par Aragno et Schlegel (1961) 

soit : 

Na3KPO4.2 H3O 4.5 g 

KKaPD4 1.5 g 

NH*C1 1.0 g 

MgSO*.2 HaO 0.2 g 

CaCIa.2 HaO 0.Ol g 

Citrate de fer ammoniacal 0.005 g 

NaHCO3 S.O g 

Solution trace GL6 1Ox 1.0 ml 

DanB 1000 ml d'eau. 

Ce milieu a un pH légèrement supérieur à 7. 

2.2. MMB modifié 

Pour approcher IeB conditions naturelles, nous avons quelquefois 

apporté des modifications mineures au milieu minéral de base. CeB 

modifications ont porté soit sur le pH, soit sur la salinité. Le 

pH est ajusté aux valeurs choisies avec du NaOH ou du HCl 

25 



concentrés. La salinité est augmentée par adjonction de NaCl 

jusqu'à une concentration finale de 3 % (salinité de l'eau de 

mer) . 

2.3. Milieu pour Bacillus tusciae 

Ce milieu est une variante du MMB. Il contient en plus de l'acide 

tartrique (SO mM); le pH eßt ajusté à 4.5 avec du NaOH 1 M et la 

quantité de phosphate n'est que le cinquième de celle du MMB. 

L'adjonction de l'acide tartrique permet de tamponner le milieu; 

ce composé n'est pas metabolise et n'a aucun effet inhibiteur, il 

n'a donc aucune influence sur la croissance. 

2.4. Milieux complexes 

Les milieux complexes suivante ont été utilisés: 

- Extrait de levure 0.5 * (Difco, Detroit, MI, USA) 

- Nutient broth 0.8 % (Difco, Detroit, MI, USA) 

- Standard I broth 2.5 % (MercJt, Darmstadt, FRG) 

2.5. Milieux BolideB 

La gélification des milieux se fait généralement avec 1.5 % 

d'agar purifié (Oxoid n'1). Dans certains cas, nous avons 

également utiliBé de la gelrite (Kelvo Div. of Merck & Co Inc., 

San Diego, Calif.); les différente essais réalisés avec cet agent 

gélifiant sont consignés dans le chapitre VA BOUS le point 8. 

3. Méthodes d'enrichissement et de purification 

3.1. Prélèvement 

Les échantillons, généralement un mélange de boue et d'eau, sont 

récoltés dans des flacons plastique de 50 ml ou dans des tubes en 
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polypropylene de 10 ml, stérilisés. 

Quand l'inoculation ne peut pas être faite le jour même du 

prélèvement, IeB échantillons sont stockés, et éventuellement 

transportés, à basse température. 

3.2. Enrichissement 

En conditions stérlleB, - 1 g ou 1 ml d'échantillon Bert 

d'inoculum. Le milieu est choisi en fonction des conditions (pH, 

température, salinité) du site de prélèvement et des 

particularités métaboliques des bactéries que nous désirons 

mettre en évidence. Généralement, nous utilisons le MMB. 

Les cultures se font dans des flacons en verre, avec capuchon 

plastique, de 100 ou 50 ml contenant respectivement 20 et 10 ml 

de milieu, éventuellement en tube en verre contenant 4 ml de 

milieu. 

3.3. Purification 

Après 3 à 5 jourB d'incubation, une aliquote (- 0.5 ml) de la 

culture d'enrichissement sert d'inoculum pour une nouvelle 

culture'. Cette procédure est répétée 5 à 10 fois. Si nous 

désirons plus spécialement isoler des bactérieB sporulantes, nous 

pasteurisons les échantillons 10 minutes à 90'C après la première 

culture d'enrichissement. 

La purification se fait par inoculation Bur milieu solide et 

repiquage des colonies isolées. Quand la croissance sur milieu 

solide n'eBt paB posBible, nous procédons par dilution. Des 

dilutions tl0~9 - 10-13) d'une culture en croissance 

exponentielle sont mieeB en culture; la pureté de la dilution la 

plus élevée permettant la croissance est contrôlée. Bn cas de 

doute, la procédure est répétée. La pureté est testée 

visuellement au microscope à contraste de phase, par l'aspect 

27 



homogène dee colonies (quand il y en a) et, ultérieurement, par 

l'observation de la courbe de dénaturation de l'ADN. 

3.4. Conditions d'incubation 

Les flacone ou les boîtes sont placée dans un récipient étanche 

d'où l'on retire l'air que l'on remplace par le mélange de gaz 

suivant: hydrogène: 0.45 bar / oxygène: 0.05 bar / gaz 

carbonique; 0.1 bar (mélange standard). Une dépression est 

maintenue pour éviter toute surpression consécutive à la dilation 

des gaz à haute température. L'incubation se fait dans des étuves 

réglées à la température choisie. Au vu des valeurs de 

température mesurées sur la terrain, nous avonB choisi de 

travailler à 55'C, 65"C et 80"C, le choix de la température Be 

faisant en fonction des valeurs mesurées aux sites de 

prélèvement. 

Les cultures ne sont pas agitéeB. 

3.5. Numération 

Les numérations Bont faites selon la technique du Most Probable 

Number (HPN). De façon à limiter le matériel, nous avons inoculé 

seulement troie tubee par dilution; chaque tube contient 3 ml de 

MMS. L'inoculation se fait avec 1 g (1 ml) d'échantillon. 

4. Caractérisâtion 

4.1. Cultures "batch" 

Les cultures batch Bont réalisées en flacons pyrex à vis de 100 

ou 50 ml contenant respectivement 20 et 10 ml de milieu. Pour 

l'obtention de grandes quantités de cellules, les cultures sont 

faites en flacons de Fernbach contenant 500 ml de milieu. Les 

cultures en éprouvettes sont faites danB des tubes de IS mm de 

diamètre contenant 4 ml de milieu. 
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4.2. Croissance en fermenteur 

i i 
La croissance en férménteur se fait avec un'appareil "Multigene" 

{New Brunswick Scientific, New Brunswick, NJ, USA). La cuve, 

d'une contenance de 2 X, est remplie avec 1.2 1 de milieu. 

L'agitation est ajustée en fonction du type de croissance et des 

organismes étudiéB. Le pH est mesuré manuellement et corrigé par 

adjonction de NH3 concentré. 

4.3. Mesure de la densité optique 

La densité optique des cultures est mesurée par turbidimétrie à 

436 nm dans des cuvettes de 1 cm avec un apectrophotomètre Zeiss 

PM4, Elle est ajustée par dilution de manière à obtenir une 

extinction E*se comprise entre 0 et 0.3. 

Cette mesure sera systématiquement abrégée par la notation: "DO", 

sans autre spécification. 

4.4. Concentration en protéines 

Pour déterminer la concentration en protéines, nous suivons la 

méthode du biuret telle qu'elle est décrite par Schmidt et al. 

(1963). L'albumine de sérum de boeuf Bert de protéine standard. 

4.5. Températures cardinales 

Une première estimation des températures cardinales de croissance 

est faite en incubant des cultures liquides à différentes 

températures. De façon à affiner les résultats obtenus, nous 

avons également travaillé avec un incubateur & gradient de 

température (Scientific Industries), mie à notre disposition par 

la station fédérale de Liebefeld. Cet appareil permet d'obtenir 

un gradient thermique théorique de 0 à 95'C, réparti sur 30 

positions. Chaque position est occupée par un tube à septum d'une 

contenance de 16 ml, La calibration du gradient de température ae 
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fait avec cee tubes remplis d'eau. Une préculture de 24 heures 

est utilisée pour inoculer 120 ml de MMB qui sont répartis dans 

les 30 tubeB à l'aide d'une seringue. Chaque tube est ensuite 

gazé avec le mélange standard pendant 1 minute à un débit de 400 

ml/min. Les tubes sont alore placés dans l'appareil à gradient et 

agités au minimum. L'évolution de la croissance est suivie par 

turbidimétrie à 436 nm en plaçant directement les tubes dans un 

spectrophotomètre Bausch and Lomb. L'oxygène est rapidement 

consommé et constitue un facteur limitant de la croissance, nous 

en réinjectons donc aux cultures dès que la densité optique 

atteint O.1. 

4.6. pH optimal 

Four déterminer le domaine de pH permettant la croissance, ainsi 

que les pH optimaux, nouB incubons les souches dans des milieux 

dont les pH ont été ajustés à différentes valeurs avec du HCl 1/2 

concentré ou du NaOH 4 M. Le pH est mesuré avant l'incubation 

mais après autoclavage. Comme certaines des valeurs sont en 

dehors de la zone tampon du milieu utilisé, nous remesurons le pH 

à plusieurs reprises au cours de la croissance, en même temps que 

la DO. Quand cela est posBible, nous calculons, à partir des 

valeurs de DO mesurées, le taux de croissance correspondant à 

chaque pH (pH moyen établi sur les différentes valeurs mesurées). 

5. Caractéristiques nutritlonnelles 

5.1. Sources de carbone 

L'utilisation de composés organiques comme seule source de 

carbone et d'énergie est testée en milieu liquide avec l'ammonium 

comme source d'azote. Le MHB est complété soit avec 2 g/1 

d'hydrates de carbone, soit avec 0.5 g/1 de formiate, soit avec 1 

g/1 des autres composés. Un témoin Bans source de carbone sert de 

contrôle. L'incubation se fait danB un récipient étanche limitant 
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airiBi les problèmes d'evaporation et permettant âeB incubations 

prolongées (jusqu'à*trois semaines}. ,'>). 

5.2. Sources d'azote 

L'utilisation de composés comme seule source d'azote est testée 

en conditions autotrophes. Le MMB préparé sans NH*C1 est complété 

avec 0.2 g/1 de NaNO3 ou avec 1 g/1 des autres composés azotés. 

L'urée devant servir de source d'azote est stérilisée par 

filtration afin d'éviter sa dégradation à la chaleur. 

5.3. Fixation d'azote moléculaire 

5.3.1. Test présomptif 

Les souches sont cultivées dans un milieu sans azote combiné [MMB 

Bans NH4Cl) mais en présence d'azote dans la phase gazeuse (Ha: 

0.25 bar / Na: 0.1 bar / COa : 0.1 bar / 02: 0.05 bar). Ce test de 

croissance en condition de fixation d'azote fournit des indices 

quant à 1'éventuelle présence d'une nitrogénase. 

Des témoins sont cultivés d'une part dans une atmosphère 

dépourvue d'azote, d'autre part en présence de NK4Cl. 

5.3.2. Test de réduction à l'acétylène 

L'activité de la nitrogénase est testée en mesurant la réduction 

de l'acétylène en ethylene selon la méthode de Postgate (1972). 

Aucun autre système biologique n'effectuant cette réaction, 

celle-ci est tout à fait spécifique de la nitrogénase (Poetgate 

1982). De plus, la détection aisée de 1'ethylene par 

Chromatographie en phase gazeuse en fait une méthode de choix. 

Le test est réalisé en conditions autotrophes. Les précultures 

sont faites dans le MMB contenant seulement 1/5 de la quantité 

normale de NH4Cl de façon à épuiser les réserves d'azote 
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endogènes. 5 ml de préculture Bont utilisée pour inoculer du HHB 

sans NH*C1 mais additionné de 100 iig/1 d'extrait de levure 

destiné è permettre l'initiation de la croissance. Lee cultures 

sont faites dans des flacons & septum contenant 50 ml de milieu; 

l'incubation se fait en conditions microaérophiles: Ha: 0.1 bar / 

Na: 0.05 bar / CO3: 0.05 bar / Oa: 0.05 bar. 

Après une première période d'incubation de 24-48 h, le mélange de 

gaz est renouvelé et on y ajoute 1 ml d'acétylène avant de 

reprendre l'incubation pour 24 h. Après ce laps de tempe, nous 

prélevons 1 ml du mélange de gaz que nous analysons à 1'aide d'un 

chromatography "Variant Aerograph Series 1700" équipé d'une 

colonne Porasil C en verre avec 1'azote comme gaz vecteur. 

L'activité de la nitrogénase se traduit par la présence 

d'éthylène. Les positions respectives des pics d'acétylène et 

d'éthylène sont déterminées au préalable par l'injection de ces 

substances purifiées. 

La souche Neu 2227, proche de Pseudomonas pseudoflava est 

utilisée comme témoin positif; la même souche cultivée en 

présence de lg/1 de NKdCl (répresseur de la fixation d'azote) 

constitue un témoin négatif. 

6. Utilisation da composés réduits du Bpufre 

6.1. Tests de croissance 

Les cultures sont faites en milieu liquide; le MHB est complété 

Boit avec du soufre, Boit avec du thiosulfate. Le soufre 

élémentaire est stérilisé a sec et ajouté sous forme de poudre au 

milieu, jusqu'à une concentration d'environ 0.5 % (p/v). Le 

thiosulfate est stérilisé séparément sous forme d'une solution à 

25 % (p/v) et ajouté au MMB de façon à obtenir une concentration 

finale de 0.5 % (p/v). L'incubation se fait en conditions 

microaérophiles, O2: 0.05 bar / CO3: 0.1 bar / Na: 0.4 bar. La 

croissance est eBtimée en suivant l'évolution de la DO, du pH et 

par observation des cultures au microscope. 
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6.2. DOBage du thiosulfate 

, . . . » 
Le thiosulfate est déterminé par titration'avec une solution 
iodoiodurée: 1 g Ia / 2 g KI / 1 ml HaO, complété après 
dissolution à 100 ml avec HaO. Le dosage Be fait avec 5 ml de 

culture non diluée. 

6.3. DoBage du sulfate 

Le sulfate est analysé par gravimétrie d'après la méthode de 

Friedrich et Mitrenga (19Bl). A 5 ml de surnageant, on ajouts 0.1 

ml de HCl - 5 N (1/2 concentré) et 0.4 ml de BaCl3 0.5 M. Après 2 

heures, le mélange est filtré sur filtres miliporea (HAWF 0.45 um 

diamètre: 25 mm) préalablement tarés. Les filtreB sont Bêchés à 

poidB conBtant sous vide à 40' C. Le précipité de BaSO-. est ainsi 

quantifié et donc la quantité de sulfate présente dans la 

culture. 

Ce test peut également être réalisé de manière qualitative; 

l'apparition d'un précipité lors de l'adjonction de BaCIa Ä une 

culture acidifiée traduit la présence de sulfates. 

6.4. CroJBsance mixolithotrophe 

Des essais de croissance ont été faits en utilisant de façon 

conjointe deux eources d'énergie et d'électrons, soit le 

thioBulfate et l'hydrogène. Pour cela, nous ajoutons au MHB 0.5 % 

de thiosulfate et incubons IeB cultures sous le mélange de gaz 

standard. 
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7. Testa biochimiques 

Les tests biochimiques sont, sauf indications contraires, 

réalisés en cultures liquides. 

7.1. Hydrolyse de l'amidon 

Le MMB eBt complété avec 2g/l d'amidon soluble. Après croissance, 

l'adjonction d'une solution iodoiodurée permet de visualiser la 

consommation d'amidon. 

7.2. Tolérance à la glycine et au NaCl 

La croissance en présence de NaCl (10, 30, 50 g/1) ou de glycine 

(10 g/1) est contrôlée qualitativement. Le MMB sans adjonction 

sert de témoin. 

7.3. Utilisation des nitrates 

Pour tester la réduction des nitrateB et la respiration nitrate 

anaerobie, le MMB est complété avec 1 g/1 de KNO1. Le nitrite est 

détecté avec le réactif de Grieee (Holding et Collée 1971) et une 

cloche de Durham inversée sert à visualiser le dégagement d'azote 

moléculaire. 

7.4. TeBts de la catalase et de !'oxydase 

L'activité de 1'oxydase est testée en ajoutant à une aliquote de 

culture 1 goutte de réactif API OX (API 7046: 1 g tétraméthyl-p-

phénylène diamine dans 1000 ml d'alcool isoamylique). 

L'activité de la catalase est détectée en ajoutant 5 goutttes de 

H3Oa (3 %) à une culture autotroph© réalisée sur milieu solide. 
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7.5. Sensibilité à la pénicilline 

La sensibilité à la pénicilline est testée en conditions 

autotrophes avec deB concentrations de pénicilline G de 0.039 à 

20 U/ml (Wallhauser et Schmidt 1967). A cause de la dégradation 

de cet antibiotique à la chaleur, la croissance finit par être 

possible quelle qu'ait été sa concentration initiale; nous 

mesurons donc la concentration n'induisant pas de retard à la 

croissance (Schenk et Aragno 1979). 

7.6. PoIy ß hydroxybutyrate (PHB) 

La miBe en évidence du PHB se fait par observation au microscope 

à contraste de phase de cultures carencées en azote, MMB avec 

seulement 1/5 de la concentration normale en NH«C1- Une 

confirmation est faite par coloration des inclusions au noir de 

Soudan {Norrie et Swain 1971). 

8. Tests enzymatiquea 

6.1. Préparation de fractions Bubcellulaires 

Les cellules sont récoltées par centrifugation, 10 minutes à 

4.500 g, lavées deux fois avec du tampon phosphate, 50 mM, pH 7, 

puis cassées par passage danB un fractionnateur da cellules 

Sorvall RM à 1700 bar ("French Press"). 

Les cellules entières et les débris sont éliminés par 

centrifugation à ÎO.OOO g pendant 10'. 

L'extrait cellulaire obtenu est alors centrifugé à 140.000 g 

pendant 90'. Le surnageant - fraction soluble - est séparé du 

culot - fraction particulaire - qui est resuspendu dans le tampon 

phosphate {même volume que celui de la fraction soluble). 
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8.2. Activité de !'hydrogénase 

L'activité de 1'hydrogénaee est mesurée en suivant, par 

spectrophotométrle, la réduction du bleu de méthylène (570 nm) ou 

du NAD(P)- (340 nm), en présence d'Ha. Nous suivons la méthode 

décrite par Aragno et Schlegel (1981) maie en travaillant, pour 

IeB essais de routine, avec des cellules entières. 

L'expérience se fait à 50'C, température constituant un bon 

compromis entre la température optimale de 1'hydrogénase et les 

contingences pratiques. Pour chaque mesure, un témoin est réalisé 

en remplaçant le gazage à l'hydrogène par un gazage à l'azote 

afin de tenir compte des réactions parasites. 

8.2.1. Activité en fonction de la température 

L'activité de 1'hydrogénase est mesurée à différentes 

températures, arbitrairement choisies, sur dee cellules cultivées 

à température optimale. Le mélange réactionne1 n'est pas modifié. 

8.2.2. Localisation 

L'activité de 1'hydrogénase est mesurée à la fois dans les 

fractions solubles et particulaires. L'activité de la malate 

déshydrogénaBe (Aragno et Schlegel 1981) eßt suivie en parallèle 

pour contrôler l'efficacité de la séparation des fractions. 

8.3. Activité de la ribulose 1,5 bisphosphate carboxylase 

L'activité de la ribulose 1,5 bisphosphate carboxylase (RUBP 

carboxylase) est mesurée è 50'C en suivant l'incorporation de 

NaH 1 4CO 3 RUBP dépendante sur des cellules entières perméabillsées 

au toluène d'après la méthode de Andersen (1979) modifiée par 

Fasnacht (1987) . 

Des cellules d'Aquaspirillum autotrophIcurn (ATCC 2 9984) sont 

utilisées comme témoin. 

36 



8. A . Activité de la phoBphoribulokinaBe 

La phosphoribulokinase CPRK) a été testée en se basant sur les 

méthodes de Siebert et al. (1981) et Kagawa (1982). Des 

modifications subetancielles ayant été apportées à ces méthodes, 

nous décrirons en détail la procédure suivie. 

Principe: 

La formation de ribulose 1,5 bisphosphate à partir de ribulose 

5F, produit de l'activité de la PRK, eBt couplée à la 

consommation de NADH, mesurable par spectrophotometries selon les 

équations suivantesi 

Ribose 5P » Ribulose 5P 
Ribose 5P isomérase 

Ribulose 5P + ATP » Ribulose 1,5 bisP + ADP 
Phosphoribulokinase 

PEP * ADP » Pyruvate • ATP 
Pyruvate kinase 

pyruvate + NADH ) Lactate + NAD-
Lactate déshydrogénase 

Solutions : 

- Tris HCl 1 H pH 8,6 

- Tampon PRK Hepeo KOH 20 mM pH 7.O 2.38 g 

HgCl3 10 mM 1.02 g 

EDTA 1 mM 1 ml EDTA 0.5 mM 

500 ml H3O 

Au moment de l'emploi, prendre le volume nécessaire, y faire 

barboter un peu d'azote, ajouter du dithiothreitol (DTT) 

jusqu'à une concentration finale de 1 mM. 
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- HgCIa 0.2 H 

- NADH 0.01 M 

- ATP 0.05 M 

- Rìbose 5P - 0.05 M 

Le ribose eBt vendu BOUS forme de sel de baryum, il est 

nécessaire de le transformer en sel de sodium, Pour cela, 

dissoudre 0.07 g de sel de baryum dans 3 ml d'eau, acidifier 

légèrement pour bien dissoudre (HaSO*), ajouter 150 ul de 

NaaSO« 1 M, centrifuger. Contrôler que le surnageant reste 

limpide si on y ajoute une goutte de NaaSO«. Récupérer le 

Burnageant. 

- PhoBphoénolpyruvate 5 mM 

- Pyruvate kinase • 350 UI/nl 

- Lactate déshydrogénaBe - 10.000 UI/nl 

- phosphoriboisomérase - 400 UI/nl 

Traitement des cellules: 

Les celluleB, environ 1 g, sont récoltées par centrifugation et 

lavées deux fois dans le tampon PRK. Le culot est reBuspendu dans 

S ml de tampon. La DO avoiBine alors 100. Les cellules sont 

cassées par trois passages Buccesifs à la Trench Press" (1700 

bar) à une température de 0-4'C. On ajoute alors 10 Ml de DNAsa 

{1 mg/ml). Le jua cellulaire est centrifugé tout d'abord 20 

minutes à 40.000 g puis une heure à 140.000 g. Le surnageant 

contient la FRK. A ce Btade, 1'échantillon peut être conservé 

quelques heures au frigo. 

Mélange réactionne1 : 

Entre parenthèses, indication des concentrations finales. 

100 ill Tris HCl (100 mM); 50 ul HgCIa [10 mM ) ; 60 ul KADH (0.6 

mM); 50 ul pyruvate kinase (- 170 UI); 50 Mg ribose iaonérase (-

20 UI); 35 ul lactate déshydrogénaBe (35 UI); 100 ul ATP (5 mM); 

60 ul phosphoénolpyruvate [5 mM); (395 - v) ml HaO; v ml 

échantillon (- 50 ul). 
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Suivre la réaction à 365 nui. Après stabilisation de la pente, 

ajouter 100 \xl de ribose 5P (5 mM) . 

Volume total: V = 1 ml 

Expression des résultats: 

La pente dE/dt à prendre en considération est la différence entre 

les pentes avant et après addition de ribose 5P. 

V: volume total 

v: volume d'échantillon 

d: largeur de la cuvette 

Ei coefficient d'extinction du NADH à 365 nm (3.3) 

Cp: concentration en protéines 

A; activité de la phosphoribulokinase, en (imol NADH oxydé par 

minute et mg de protéines (U/mg). 

V dE 
A = 

E d v Cp dt 

8.5. Activité de l'a-cétoglutarate déshydroqénase 

L'a-cétoglutarate déshydrogénase a été testée sur âeB extraits 

cellulaires à 50'C. Nous avons suivi la méthode de Reed et 

Murkherjea (1969). 

9. ultrastructure 

Four les observations au microscope électronique, nous 

travaillons avec un microscope Philips EM 201. 

Nous utilisons des grilles de 200 ou 400 mesh (Balzers Union), 

recouvertes de plastique et d'un film de carbone. 
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9.1. Coloration négative 

NouB avons suivi la méthode de Lickfield (1976). 

Un petit bouchon en plastique est rempli avec quelques ml du 

matériel à observer (suspension de bactéries, parois). Dans deux 

autres bouchons, nous mettons respectivement de l'eau stérile et 

filtrée et de l'acétate d'uranyle 2 %. Noue déposons une grille 

successivement sur chacune des trois solutions, chaque passage 

durant approximativement 30 secondes. Après séchage, la grille 

est prête à être observée. 

9.2. Coupes fines 

Les coupes sont confectionnées selon la méthode de Lickfield 

(1976). LeB cellules sont préfixées dans une solution de 

glutaraldéhyde, puis fixéeB à l'osmium. Après inclusion dans de 

l'agar, le matériel est fixé avec de l'acétate d'uranyle. 

L'échantillon est alors déshydraté puis inclus dans une résine. 

Les coupes fineB (6 nm) sont réalisées avec avec un microtome 

Sorvall Porter Blum HT 2B. Les coupes sont récoltéeB sur une 

grille et contrastées au citrate de plomb. 

9.3. Préparation des parois 

Les parois sont préparées selon la méthode de Sleytr et Glauert 

(1976). Les cellules sont cassées par passage à la "French PresB" 

à 136 bar, traitées avec DNAse et RNAse, centrifugées et lavées 

puis traitées avec du Triton X 100 pour éliminer les restes de 

membranes plasmiques. Après lavage, les parois sont observées en 

coloration négative. 
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10. Caractérisation du génome 

Les détails des procédures utilisées pour l'isolement de l'ADN, 

la détermination du pourcentage guanine + cytoBine et IeB 

expériences d'hybridation ont été donnés par Jenni et al. (1987). 

Les principes en sont les suivants: 

- L'ADN est isolé sur une colonne d'hydroxyapatite selon une 

modification du principe de Cashion et al. (1977). L'ADN 

concentré, en solution dans du SSC, est stocké au congélateur. 

- Le pourcentage G + C est calculé à partir de la température de 

dénaturation dans du SSC 0.1 x avec de l'ADN de E.coli B (DSM 

2840} comme référence. Le profil de dénaturation est suivi À 

260 nm avec un spectrophotomètre Gilford 2600 

thermoprogrammable Quivant le principe de Marmur et Doty 

(1962). Les calcule Bont faits d'après l'équation de Owen et 

Hill (1979). 

- Les expériences d'hybridationa sont faites en suivant la 

méthode de Norgard et Bartell (1978). Les cuvettes contiennent 

300 (il d'une solution d'ADN (75 fig dans 25 % formamide et SSC 6 

x). La température de réassociation est de 70'C. La courbe de 

rénaturation est suivie par spectrophotométrie à 270 nm. Les 

calculs Bont faits d'après De Ley et al. (1970). 

11. Analyse des données 

Les données des teBts phéno et génotypiques sont traitées par 

analyse numérique. Les distances sont calculées comme 1 - BJ 

(distance de Soergel) où Sj est le coefficient de Jaccard 

(Jaccard 1906, Sneath 1957). Les dendrogrammes sont dessinés à 

partir de la matrice des distances ou de la matrice des 

homologies ADN-ADN en utilisant un chaînage simple. 
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12. Conservation des souches 

Les cultures liquides sont stockées à 4'C et repiquées toue les 

deux à trois mois. Bien que dans ces conditions les cultures 

restent viables près d'une année, un repiquage plus fréquent eBt 

préférable si l'on veut avoir dee cellules repoussant rapidement 

et sans problème. Malgré le caractère thermophile des souches 

utilisées, il est tout à fait déconseillé de les conserver à 

température ambiante, bien que toute croissance soit stoppée en 

dessous de 37'C. En effet, dans ces conditions, la mortalité est 

beaucoup pluB élevée qu'à 4'C et le risque de contamination plus 

grand. 

A plus long terme, les cultures sont lyophilisées. 

13. Liste des abbreviations 

AFS Adenosine phoephosulfate 

Cone. Concentré 

Cyt Cytochrome 

Corg Carbone organique 

DO Densité Optique mesurée à 436 nm 

DDT Dithiothreitol 

G + C Guanine + cytosine 

MMB Milieu Minéral de Base 

MPN Most Probable Number 

PEP Phosphoénolpyruvate 

P.ex. Pae exemple 

PHB PoIy ß hydroxybutyrate 

PRK PhoBphoribuloJcinaBe 

RUBP carboxylase Ribulose 1,5, bisphosphate carboxylase 

SSC Standard Saline Citate Buffer; 0.15 M NaCl1 
0.015 M citate triBodium, pH 7.0 

TCA Cycle tricarboxylique 

TDS Total Dissolved SoluteB 

VPL Voir plus loin 
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IV. LES MILIEUX GEOTHERMAUX ET VOLCANIQUES 
i t » * * * « * * » * * * * * * - * * * * * * * * * * * * * » * « * * * * * « * 

La masse de chaleur qui conditionne la température de la 

superficie et de l'intérieur de la terre a deux origines 

indépendantes: 

- L'énergie Bolaire qui a une puissance d'environ 1,5-1.8.IO13 

KW pour la superficie totale de la terre et qui est responsable 

des variations de température de surface. 

- L'énergie interne, dérivée du flux de chaleur profond, d'une 

puissance d'environ 3.1010 KW. 

Les variations journalières de température des sols cessent de 

s'exercer à environ 0.5 m de profondeur, celles saisonnières à 

environ 10 m. 

A une distance de 10-30 m de la surface, la température est 

pratiquement égale à la température annuelle de l'endroit. A 

partir de cette zone là, elle croît régulièrement selon un 

gradient valant en moyenne 3'C / 100 m. 

Ce flux de chaleur serait dQ en partie a un résidu de la chaleur 

initiale (provenant de la décomposition des éléments radioactifs 

a vie assez brève) ainsi qu'a la décomposition des éléments 

radioactifs encore présents. Les anomalies du gradient se 

rencontrent d'habitude aux frontières de plaquea lithosphériques, 

là où des masses magmatiques fluides remontent vers la surface. 

La circulation convective de fluideB chauds dans des régions 

fissurées par un tectonisme actif engendre des sources chaudes ou 

des champs fumerolliens. Le fluide principal, l'eau liquide ou 

gazeuse, est presque toujours d'origine superficielle. L'eau 

magmatique, si il y en a, est toujours mélangée à une importante 

proportion d'eau de surface. 
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L'origine essentiellement météorique des eaux géothermales a été 

prouvée sur la base de la composition isotopique de l'eau. Le 

rapport D/H de l'eau géothermale est en effet identique à celui 

de l'eau intersticielle locale froide. Cela prouve leur origine 

commune à partir de précipitations infiltréeB (Panichi et 

Gonfiantini 1978). L'oxygène est généralement enrichi en l H0 

- par rapport à 1'eau météorique - à cause de 1'échange 

isotopique entre l'oxygène de l'eau et celui des rocheB du 

réservoir où prend place une circulation profonde (Panichi et al. 

1974, Panichi et Gonfiantini 1978). Le rapport D/K n'est pas 

influencé par un échange isotopique car la teneur en hydrogène 

des roches du réservoir est faible. 

Les sources chaudes sont répandues un peu partout, mais surtout 

dans les zones volcaniques, même là où les volcans sont depuiB 

longtemps éteints. Elles marquent le dernier stade de la perte de 

chaleur des masses en fusion, L'eau de pluie pénétrant à 

1 ' intérieur des champs géothermiques est chauffée par contact. 

Dans de rares cas, comme p.ex. à Larderello en Toscane ou à The 

Geysers en Californie, la température est suffisante pour 

permettre la formation de vapeur souterraine surchauffée, 

laquelle est mélangée à dee quantités plus ou moins importantes 

de COs et à des traces d'autres gaz. Au cours de sa remontée le 

long deB fissures, la vapeur se refroidit par détente adiabatiqus 

et perte de chaleur par conduction danB les roches avoisinantes. 

Si cette ascension se prolonge, la vapeur peut se condenser en 

eau chaude qui jaillit sous forme de source thermale. Plus 

fréquemment encore, la vapeur rencontre une nappe d'eau 

souterraine qu'elle transforme en eau thermale. 

Certaines sources thermales sont riches en acide carbonique, 

d'autres en hydrogène sulfuré, presque toutes ont une teneur en 

sels dissous importante. Les matièreB dissouteB dans les eaux 

thermales proviennent le plus souvent du lessivage des roches 

encaissant les chenaux Bouterrains mais elles peuvent B U B B Ì , 

partiellement du moins, être d'origine profonde. 

44 



Les eaux thermales sont généralement riches en chlorure et en 
!" a • •• - * . •*••• 

sodium, des réactions secondaires pouvant modifier cette 
composition initiale. 

Selon White (19S7) on aurait quatre types chimiques principaux: 

- chlorure - sodium 

- chlorure - sulfate, acide 

- sodium - bicarbonate 

- calcium - bicarbonate 

A Larderello, la vapeur surchauffée d'origine profonde est 

associées à d'autres gaz, principalement CO2 et HaS et entraîne 

de l'acide borique. Elle ne contient pas cependant de gaz tels 

que des chlorures de sodium ou/et de calcium car à la température 

du fluide, environ 250'C, ceB sels ne sont pratiquement pae 

volatils. 

Des sources de vapeur et d'hydrogène sulfuré aux températures 

allant de 90' à 3OD'C abondent dans toutes les régions 

volcaniques du monde et sont partout appelées fumerolles. 

L'oxydation de l'hydrogène sulfuré produit, outre de l'acide 

sulfurique, du soufre élémentaire qui se dépose autour des 

bouches thermales en beaux cristaux monocliniqueB. Quelquefois, 

ce dépôt est assez important pour justifier une exploitation 

industrielle et les sources chaudeB sont alors appeléee 

solfatares. Les vapeurs et IeB solutions chargées d'acide 

sulfurique attaquent les roches encaissantes et les décomposent 

souvent entièrement. Le lessivage des bases donne des sulfates 

solubles tandis que la silice des silicates se dépose BOUS forme 

d'opale extrêmement poreuse. 

Une étude de Waring (1965) montre que les eaux thermales Bont 

largement distribuées sur la surface terrestre; cependant, les 

sources sont souvent concentrées sur deB aires assez restreintes. 

Les plus importantes concentrations de Boureee chaudeB et de 

fumerolles se trouvent dans les régions volcaniques de 1'URSS 

(Kamtchatîta, Arménie), d'Islande, de Nouvelle-Zélande et du 

Japon. Four des raisons logistiqueB, aucune de ces zoneB ne 
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pouvait être choisie pour une étude à réaliser en Suisse et pour 

laquelle le budget ne permettait pas de céder à la tentation des 

longs voyages. De fait, les manifestations géothermales 

"célèbres" les moins éloignées de la Suieae étaient, à notre 

connaissance, celles de la région de Naples: les Champs 

Fhlégréens. C'est donc la que nous avonB effectué notre première 

campagne d'échantillonage. Informés par la suite de l'existence 

d'une zone thermale en Toscane, nous y avons concentré nos 

recherches. La majorité des souches étudiées vient donc de cette 

région. Accessoirement, il nous a été possible de faire d'autres 

prélèvements - ou d'en recevoir - de diverses régions d'Italie et 

d'Islande (voir Fig.l et 8). 

1. La région géothermale de Larderello 

1.1. Historique 

La région géothermale de Larderello se situe en Toscane â 

- 70 km au S-O de Florence et à • 70 km au SS-E de Pise (Fig.l et 

2). 

Les manifestations de cette région sont connues depuis fort 

longtemps puisqu'on en trouve mention dans la Tabula Itenaria 

Peutingexiana (3*M- Biècle après J-CJ. Selon K.Killer (Itenaria 

Romana}, 1'acide borique déposé par les vapeurs et les eaux 

chaudes était probablement utilisé par les Etrusques de 

1'ancienne Velatri (Volterà) pour la fabrication des vernis 

rouges et noirs employés pour la décoration des vaBes. 

Durant la Renaissance, les manifestations thermales sont 

exploitées pour leur richesBe en soufre et en alun. En 1777, 

Hoefer - directeur deB pharmacies du grand duc de Toscane -

découvre la présence d'acide borique danB les eaux du lagon. DeB 

17 99, HaBcagni propose une méthode d'extraction industrielle 

utilisant la chaleur de l'eau et de la vapeur pour faire évaporer 

la solution borique. La réalisation de ce projet eet tentée entre 

1615 et 1818 mais avec peu de suceèB et on recourt à 1'énergie da 
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combustion du bois jusqu'en 1824, année où F.Larderei améliore le 

processus d'utilisation de l'énergie géothermique dans le but de 

récupérer l'acide borique. En 1830, Larderei tente le premier 

eBsai de transformation de l'énergie géothermique en énergie 

mécanique mais sans succès. 

Il faudra attendre 1904 pour que Ginori Conti réussisse à allumer 

5 ampoules à l'aide d'un moteur alternatif alimenté en vapeur 

naturelle {séparée de l'eau) par un soffione. N.B. 1*" centrale 

électrique alimentée par de la vapeur, Edison, 1882. 

En 1905, Larderello est éclairé par "géothermie". 

En 1912, une première centrale est construite fournissant 250 KW. 

L'eau des soffioni sert à chauffer un circuit secondaire d'eau 

pure. Ce n'est qu'après la guerre qu'on utilisera directement la 

vapeur naturelle pour produire l'électricité. 

En 1970, les différentes centrales installées ont une puissance 

de près de 400.000 KW. fournissant environ 2.7 milliards de KWH 

par année. En même tBmps, l'importante production de composés 

chimiques: H3BO3, CO3, NH*, He (découvert pour la première fois 

sur terra à Larderello) diminue juBqu'à disparaître complètement. 

1.2. Géologie 

Larderello doit ce succès exceptionnel à des conditions 

géologiques particulières. La région boracifère correspond à une 

vaste anomalie de la gravité attribuée à la présence d'une masse 

magmatique à 6-8 km de profondeur. Celle-ci n'est apparemment pas 

encore tout à fait refroidie et réchauffe l'eau en la 

transformant en vapeur sèche légèrement surchauffée. Cette vapeur 

qui contient environ 1 % d'autres gaz (COa, H3S, HH3, H3, N3, 

CH*) remonte vers la surface à travers un réseau serré de 

fissures et donne naissance aux soffioni (soufflards). Lee hautes 

pressions (jusqu'à 35 atmosphères) et températures {jusqu'à 

260'C) de la vapeur surchauffée sont conditionnées par une 

disposition particulièrement favorable des coucheB géologiques. 
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La série de couverture est formée par du flysch, alternance de 

sédiments avec un composant argileux et imperméable très 

important. Ce flysch couvre une épaisse formation de calcaires 

vacuolaires et des dolomieB triasiques qui surmontent à leur tour 

des schistes triasiques et permocarbonifères. Ceux-ci sont 

traversés par des fissures qui se prolongent en profondeur. En 

montant le long de ces fiBSureB, la vapeur forme dans les cavités 

des calcaires et des dolomieB de véritables chaudiôreB à vapeur, 

isolées verB le haut par des argiles sus-jacentes. L'absorption 

d'eau météorique alimentant la circulation profonde Be fait dans 

les parties périphériques de la région boraclfère où affleurent 

des terrains perméables. Ainsi, toutes les conditions sont-elles 

remplies pour une circulation par convection d'eau sous pression 

à haute température et pour la formation de vapeur dans IeB zones 

élevées du réservoir. 

L'exploitation intensive des ressources géothermiques de 

Larderello a considérablement modifié le paysage de la région; 

pas seulement en le peuplant de tours de refroidissement et d'un 

entrelacs de conduites en aluminium mais aussi en éliminant la 

plupart des manifestations naturelles. 

La solfatare de S. Federigo peut actuellement être considérée 

comme une manifestation naturelle bien qu'elle soit en fait une 

ancienne exploitation abandonnée. 

1.3. San Federigo 

La solfatare de S.Federigo (province de Grosseto) est la 

manifestation "naturelle" la plus spectaculaire de la zone 

géothermale de Larderello. Si quelques échantillons ont été 

prélevés dans la solfatare "sèche" située en dessus de 

Monterotondo ou dans diverses autres manifestations mineures, la 

majorité dee prélèvements a été faite là. Sa localisation 

géographique est indiquée sur la Figure 3; la Figure 4 et les 

photoB 2-9 donnent un aperçu de Ba topologie. L'aspect de la 

solfatare n'a pas varié de 1982 à 1984. Cependant, au printemps 

'86, de nombreux changements ont été notés, probablement suite à 
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une petite explosion phréatique qui a modifié les positions 

relatives et les connexions entre les diverses pièces d'eau. 

Jusqu'à cette date, il a été possible de retrouver à chaque fois 

les lieux d'échantillonage. Nous avons ainsi pu noter que 

température et pH restaient constants à l'exception des points 

d'eau où le niveau subissait d'importantes variations. 

La solfatare de S.Federigo présente une grande variété 

d'environnements géothermaux: mares d'eau bouillonnante avec-

exutoires, chaudrons à boues, importantes nappes d'eau confinée, 

etc. Les pH varient de 2 à 7.5, les températures de 25 à 99'C. 

Les eaux sont soit franchement acides: pH 2-3, Boit légèrement 

acides: pH 6-7. Nous n'avons pas localisé de sources alcalines. 

On ne retrouve donc pas à l'échelle de cette petite solfatare la 

même distribution bimodale des pH en fonction de la température 

que celle donnée par Brock (1978). 

1.4. Description des points d'échantillonage 

Le Tableau 1 donne les caractéristiques des sites de prélèvement 

de la région de Larderello, leur pH et leur température; ces 

sites sont repérés sur la Fig.4 et les photos 2-9. 

Quand pour un même Bite nous disposons de plusieurs valeurs de pH 

et de températures, établies à des dates différentes, nous les 

avons toutes indiquées. La comparaison doit cependant se faire 

avec une certaine prudence et cela pour deux raisons principales; 

1) La qualité des appareils de mesure n'a pas toujours été la 

m§me. Les valeurs de 1983-1984 sont, de ce point de vue là, 

les plus fiables ayant été établies avec un pH mètre et une 

sonde à température. Celles de 1982, établies avec du papier 

pH et un thermomètre à mercure, sont pluB approximatives. 

C'est ainsi par exemple qu'une valeur de 6-6.5 établie au 

papier pH peut ne pas être significativement différente 

d'une valeur de 7 mesurée au pH mètre. 

2) La localisation exacte du Bite ne peut-être précisée au cm 

près. Or, dans ces milieux, il suffit quelquefois de déplacer 
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le thermomètre de quelques centimètres ou de l'enfoncer un peu 

plus pour observer dJimportantes variations de température. 

Cela dit, les deux variations conséquentes mesurées sont, pour la 

température, celles des échantillons 2 (85/69.7) et 11 (42/25). 

Pour l'échantillon 2, il s'agit probablement d'un problème de 

localisation, les points de repères n'étant paB abondants dans 

cette zone là. De plus, il semble y avoir dans tout ce complexe 

principal des relations très subtiles entre les différentes 

zones; alors que toutes les eaux paraissent être en contact, on 

mesure d'importantes différences de température et de pH d'un 

point à l'autre. Cette situation est certainement peu stable d'où 

des changements probablement fréquents des conditions de 

température et de pH. 

Pour le site 11, l'explication réside dans l'assèchement 

intermittent de la source. Quand la source est tarie, la 

température du sédiment s'abaisse lentement jusqu'à atteindre 

celle de la température ambiante. Dans le même temps, l'acidité 

diminue progressivement. Il semble donc que l'eau de la source ne 

soit que modérément chaude mais par contre très acide. 

Un seul écart de pH supérieur à une unité a été mesuré, si l'on 

excepte le site 11, il B'agit du site 6 (5.8/4.5). La 

localisation du site étant assez précise et ses connexions avec 

d'autre zones de la solfatare peu évidentes, il est possible 

qu'il y eu là un changement dans la composition même de 

l'émanation chaude. 

Dans l'ensemble, les sites ont donc peu changé sur la période de 

deux ans considérée. Il faut cependant noter que les mesures ont 

toutes été effectuées à la même période de 1'année ce qui arrange 

peut-être les choses ! Mais, comme nouB 1'avons mentionné plus 

haut, la situation au printemps '86 était complètement 

différente. La topologie ayant beaucoup varié, les connexions 

entre les différentes zones ont été profondément modifiées et il 

nous était quelquefois difficile de retrouver IeB siteB 

précédemment étudiés. Brock (1978) note que le problème de la 

stabilité physicochimique est plus grand dans les aires acides où 
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les sources peuvent tarir puis réapparaître, changer de 

température, présenter un chimismo modifié, -sans aucune raison 

évidente, ceci semblant beaucoup plus rare pour les sources 

alcalines. Si l'on prend en considération l'ensemble des données 

recueillies sur le site de S.Federigo, il faut bien lui rendre 

raison mais, fort heureusement, aucun changement notable n'est 

intervenu durant la période 82-84 pendant laquelle la plus grande 

partie du travail sur le terrain a été effectué. 

1.5. Chimisme 

La concentration en soluté des sources chaudes varie beaucoup, 

même à l'intérieur d'une aire locale. LeB eaux thermales avec 

moins de 500 mg TDS (total dissolved solutes) par litre sont 

rares. La concentration moyenne pour les eaux thermales est 

probablement à peine en dessous de 2000 mg TDS/1 ce qui est 

considérablement plus élevé que les valeurs typiques pour les 

eaux de surface de lacs ou de cours d'eau, <150 mg/1. 

Cette richesse en soluté peut s'expliquer par une plus grande 

capacité de lessivage et de transport des eaux thermales. 

Les sources avec des températures inférieures à SO'C où IeB eaux 

sont entièrement d'origine météorique récente ont dea salinités 

plus faibleB, entre 200 et 400 mg/1 (CaBtenholz 1969). 

A S.Federigo, l'analyse des selB diBsous a été établie pour 11 

Bites différents. Le6 valeurs sont données dans le Tableau 2. 

La fiabilité des analyses peut être estimée en calculant l'écart 

entre la somme des meq/1 des cations et des anions, écart ne 

devant pas excéder 10 %. L'échantillon 7 est à la limite de cette 

valeur, l'échantillon 11 par contre, avec un écart de 20 %, n'est 

pluB fiable. D'après le responsable deB analyses, l'erreur 

proviendrait d'une Bous-estimation des ions Sa_. 

En comparaison, nous avons donné des valeurs mesuréeB pour 

d'autreB sources thermales de type et de localisation variés 

ainsi que pour deux eaux "froides". 
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Les eaux thermales sont généralement très pauvres en nitrate, du 

moins à leur source, un enrichissement pouvant se faire le long 

d'un effluent. De l'ammonium a été trouvé dans moins de la moitié 

des 860 sources étudiées au Japon avec une moyenne de 1.6 mg/1, 

soit considérablement plus que les concentrations en nitrate 

(Uzamasa 196S). On retrouve à Larderello cette prédominance de 

l'azote sous forme ammoniacal mais les quantités en jeu sont un à 

deux ordres de grandeur plus élevées qu'habituellement. Cela 

provient du fait que les eaux de Larderello sont des condensate 

d'un gisements de vapeur où 1'ammonium est plus concentré. 

La concentration en sulfure dee sources varie généralement avec 

le pH. Cette relation est très peu marquée pour les eaux de 

Larderello mais l'ion S=- peut être facilement BOUS doBé. 

Dans les sources japonaises étudiées, on a trouvé du phosphate 

dans seulement 36 % des sources, mais avec une moyenne de 6.5 

mg/1 ce qui est nettement plus que dans IeB eaux toscanes. 

Les concentrations en sodium et surtout en chlore sont plue 

basses à Larderello que dans la moyenne des eaux thermale parce 

que la vapeur sèche à 2 50'C n'a pas une température suffisante 

pour entraîner des chlorures, 

Les eaux thermales de S.Federigo ont des concentrations en 

macronutriments suffisantes pour permettre le développement 

d'organismes bactériens comme c'est le cae de pratiquement toutes 

les eaux thermales. Les contraintes chimiques sont plus 

fréquentes aux niveaux des micronutrimentB. Les concentrations en 

ionB métalliques peuvent atteindre des seuils toxiques et exercer 

un effet sélectif. A S.Federigo, ces concentrations Bont dans la 

moyenne de celles mesurées ailleurs avec seulement une grande 

abondance en acide borique. 

La présence d'importantes quantités d'acide borique dans la 

vapeur, à Larderello, constitue un particularisme régionnal 

reconnu. Un des niveaux triaaiques de la série eédimentaire 

toscane est composé d'évaporite (principalement d'anhydrite ) très 
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riche en bore. Comme l'acide borique eBt entraîné par la phase 

vapeur, le passage de cette vapeur a travers'les evaporites amène 

l'acide borique à la surface. Cet acide a été exploité pendant 

près d'un siècle et demi dans la région. 

L'échantilon 11 se distingue notablement des autres par une 

concentration plus élevée en la plupart des solutés. Il est à 

noter qu'il s'agissait d'une mare assez profonde au niveau d'eau 

extrêmement variable, la température de l'eau diminuant à mesure 

que son niveau baissait. Il est possible qu'il y ait donc un 

phénomène de concentration des solutés. 

1.6. Minéralogie 

Des échantillons lyophilisés ont été étudiés par diffraction, il 

s'agit d'un mélange d'eau et de boue prélevé aux sites 4, 5, 6, 9 

et 11. 

Les résultats sont indiqués dans le Tableau 3. 

Dans la majorité des échantillons, il y a coexistence du soufre à 

son maximum d'oxydation (sulfate du gypse) et a son maximum de 

réduction (sulfure des pyrites). 

Le quartz est le minéral le plus fréquent et le plus abondant. On 

trouve en outre deux types de micas: muBcovite et phengite, 

d'habitude mal cristallisés et accompagnés d'interstratifiés 

probablement hydratés plus connus sous le nom d'illites. 

Fluorapatite, zoïsite et microline (feldspath potassique) ne 

peuvent être détectés de manière certaine avec le matériel 

disponible. 

Tous les carbonates (calcite, dolomite, aragonite, Bidérite et 

magnesite) sont absents. Cela est à mettre en relation avec le pH 

souvent très bas des sources thermales. 

53 



Les résultats d'un dosage quantitatif Bont donnés dans le Tableau 

4. Seuls le quartz, la pyrite et les phylloeilicateB ont été 

doséB. 

Comme ces derniers minéraux Bont mal cristallisés, ils sont 

probablement sous-doséa, 

On constate que le quartz domine dane tous les échantillons et 

que la pyrite est relativement abondante. L'illite est le minéral 

le pluB important dans l'échantillon 11. 

1.7. Analyse deB gaz 

Les gaz dee manifestations hydrothermales contiennent des 

composants d'origine profonde, deB gaz atmosphériques dissous 

dans l'eau du sol et d'autres composants provenant en partie de 

réactions avec les roches (COa). 

Le COa est généralement le gaz prédominant. Dans une région à 

forte anomalie thermique, sa préBence peut être attribuée aux 

réactions métamorphiques entre silice / silicates et roches 

carbonatées dont l'équation la plus simple est la suivante: 

SiOa * CaCO3 ) CaSiO9 * COa 

Quelques données isotopiques établies en Nouvelle-Zélande 

suggèrent cependant qu'une partie du COa pourrait également 

provenir de dioxyde de carbone atmosphérique entraîné en 

profondeur par l'eau ou/et de dioxyde de carbone provenant de la 

décomposition de matières organiques (Gunter et Musgrave 1966). 

A Larderello, le contenu en *»C du COa parait confirmer que ce 

composé provient principalement du thermométamorphisme des 

carbonates Bédimentaires marine (Panichi et Tongiorgi 1976, Nuti 

et al. 1980). Les variations locales observées dans le champ 

géothermal semblent néanmoins indiquer qu'il y a un mélange entre 

du COa d'origine géothermale, riche en iaC, et du CO3 d'origine 

organique, pluB "léger" (D'Amore et al. 1977). L'apport de COa 

d'origine organique se fait principalement dans IeB zones nord du 

champ où des faillsB mettent le réservoir géothermal en contact 
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avec du sédiment du pliocène; on explique ainsi l'appauvrissement 

en 13C eelon un gradient S1S-O / N,N-E (D'Amore et al. 1977). 

On trouve fréquemment du méthane dans IeB gaz hydrothermaux. 

L'origine de ce gaz est très controversée. 

Craig (1953) et Kulson et Kc Cabe (1962a,b) supposent que le 

méthane provient de la réduction inorganique du COa selon la 

réaction suivante : 

COa * 4 H2 ^ CH. * 2 HaO (1} 

D'autres chercheurs .pensent que cette réaction n'intervient pas 

dans la formation du méthane, du moins pas dans les 

environnements géothermaux considérés {Gunter 1978, Fanichi et 

Gonfiatini 1976). Le méthane serait alors d'origine organique et 

proviendrait du métamorphisme de la matière organique selon le 

modèle développé par Galimov et al. (1973). 

A Larderello, le calcul des températures des réservoirs à partir 

dee équlibres chimiques ou isotopiqueG de la réaction (1] donnant 

des résultats différant notablemement, on suppose que le méthane 

est plutôt d'origine organique (Nuti et al. 198O). Par 

conséquent, le méthane proviendrait principalement de matière 

carbonée représentant les derniers Btades de minéralisation de la 

matière organique. 

L'oxygène est probablement d'origine atmosphérique ainBi que, 

évidemment, la quantité d'azote équivalant à la composition de 

l'air. On trouve cependant généralement un excédent d'azote 

lequel pourrait être d'origine magmatique (Hulaon et Mc Cabe 

1962a,b). D'après Marinelli (communication personelle) cette 

contribution serait de l'ordre de 1 I à S.Federigo, l'excès 

provenant probablement de l'air dissous dans les eaux 

superficielles dont l'oxygène correspondant a été consommé par 

des substances dissoutes dans l'eau. 
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L'hydrogène sulfuré est présent dans la plupart des 

manifestations thermales, donnant à celles-ci leur odeur si 

typique 1 

L'hélium détecté à Larderello pourrait avoir trois origines 

différentes (Nuti 1984): 

- atmosphérique 

- primordiale 

- radiogénique 

Le rapport He/Ar dans le fluide est beaucoup plue élevé que celui 

mesuré dans l'atmosphère (D'Amore et Truedell 1984); cela 

signifie que seule une quantité minime de l'hélium peut être 

d'origine atmosphérique. La majeure partie provient en fait de la 

décomposition radioactive de l'uranium et du thorium présent dans 

IeB roches (D'Amore et Trusdell 1984, Muti 1984). 

Le Tableau 5 donne la composition des émanations gazeuses 

prélevées au-deBsus de IO sites. Cette composition est stable 

d'un échantillon à l'autre et n'offre d'autres caractéristiques 

importantes que l'abondance en hydrogène. 

L'hydrogène est un constituant permanent de l'atmosphère, il est 

produit par des processus naturels et anthropogènee et consommé 

de manière prédominante par les sols. On a démontré que les 

concentrations en hydrogène dans IeB sols ou les eaux étaient 

trop faibles pour permettre sa consommation par des 

hydrogénobactéries (Conrad et Seiler 1979, Conrad et al. 

1983a,b). Seules deB microconditions locales peuvent permettre 

l'activité de ces bactéries. Dans les milieux géothermaux on 

trouve cependant l'hydrogène de manière constante et à deB 

concentrations de 1'ordre du *. A Yellowstone par exemple, cette 

concentration est généralement inférieure & 1 %, maiB à la source 

"Eemerald" elle atteint 4 % (Gunter et MuBgrave 1966) . Le long de 

la faille de Yamasaki, on a des concentrations de l'ordre de 3 % 

(Kita et al. 1982) , 
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L'hydrogène est produit, â température élevée, par réaction entre 

l'eau et dee radicaux^chimiques tels que,Si.'*ou SiO- {radicaux 

créée par rupture des molécules de Si02 du quartz ou de l'opale). 

On aurait les réactions suivantes (Kita et al. 1982): 

Si* * HaO —> SiOH * H' 

H- + H- > Ha 

Le radical SiO- étant stable tant que la température n'excède paB 

200'C, il reste inerte et ne réagit donc pas avec le radical H' 

pour former du SiOH. 

L'hydrogène pourrait également provenir d'une réduction partielle 

de l'eau par des minéraux ferreux des rocheB à haute température 

(D'Amore et Nutti 1977). 

Il est également possible d'enviBager une origine profonde pour 

ce gaz. Dans les bulles microscopiques contenues dans les 

cristaux de diamant, on trouve en effet jusqu'à 76 % de Ha et 36 

% de CH* {Helton et Giardini 1974a,b). 

1.8. Carbone organique 

La teneur en carbone organique d'échantillons lyophilisés est 

donnée dans le Tableau 6. 

TOUB les échantillons sauf un ont des teneurs en Corg inférieures 

à 1 %. 

Pour l'échantillon 9b, la présence d'un supplément de matière 

organique s'explique aisément de par la proximité d'un petit 

dépôt sauvage d'ordures. Alors que la source (9a) n'est que peu 

contaminée, 1'effluent (9b) présente environ 4-5 fois plus de 

Corg que les autres échantillons. 

CeB faibleB valeurB laissent supposer que la production primaire 

est probablement aBsurée par des bactéries autotrophss qui 
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fournissent la matière organique nécessaire ou développement des 

organismes hétérotrophes. Ceux-ci flont peut-être également à même 

de se développer au dépens de matière organique allochtone. 

1.9. Consommation d'hydrogène 

Il a été montré (Conrad et Seiler 1979, Conrad et al. 1983a) que 

les hydrogénobactéries n'étaient pae responsables de l'oxydation 

de l'hydrogène mesuré" dans les sols, l'eau ou l'atmosphère. 

Le seuil de concentration d'hydrogène utilisable par les 

hydrogénobactéries est supérieur à 1 Ml/1 alors qu'en moyenne on 

a des concentrations en hydrogène de 0.56 \il/l dans 1 ' atmosphère, 

de moins de 0.01 ul/1 dans la phase gazeuse des sols et de 0.04 

Hl/1 au plus dans les eaux (Ka extrait dans une phase gazeuse 

inerte). Qui plue est, le K« apparent mesuré chez les 

hydrogénobactéries, > ljiM H2, est bien supérieur à celui mesuré 

pour la consommation d'hydrogène dans les sols ou les lacs (11-83 

nK H3) (Conrad et al. 1983a). Cela signifie que IeB 

hydrogénobactéries ne sont paB capables d'utiliser l'hydrogène 

présent dans ces milieux, sauf pendant de courtes périodes où la 

concentration en hydrogène augmente transitoirement ou alors en 

profitant de microconditions locales, p.ex. aux voisinages de 

fixateurs d'azote - cyanobactérieB ou symbiontes de plantes 

Dans les milieux géothermaux où la concentration en hydrogène est 

quelquefois de plusieurs paureanta, la situation se présente 

différemment. Schink et al. (1983) ont d'ailleurs montré que dans 

les Bites geothermaux, la consommation biologique de 1'hydrogène 

était tout à fait significative. 

Nous avons donc décidé de mesurer la consommation d'hydrogène 

dans deux sites de la solfatare de San Federigo afin de pouvoir 

estimer l'importance des hydrogénobactéries dans ce processus. 

Cette recherche a été possible grâce à la collaboration du Dr. 

Conrad, elle a été consignée par Conrad et ai. (1985a). 

58 



L'évolution de la teneur en hydrogène a été mesurée pour des 

échantillons provenant des sites 5 et 9. 

Les caractéristiques1 chimiques de ces siteë 'ont été données dans 

le Tableau 2. 

LeB teneurs en oxygène et en hydrogène dissous Bont données dans 

le Tableau 7. En comparaison, noue donnons les valeurs mesurées à 

Yellowstone (Schink et al. 1983). 

A cause de la température élevée de l'eau, les coefficients de 

solubilité de ces deux gaz sont très bas si bien que les 

concentrations in situ sont faibles malgré le contact avec 

l'atmosphère et un gazage intensif avec les gaz fumerolliens 

contenant -4 % Ha. 

Les concentrations en oxygène dissous données danB le tableau 7 

sont indicatives car il a fallu attendre le refroidissement de 

l'échantillon avant de pouvoir utiliser l'électrode à oxygène, 

refroidissement pendant lequel de l'oxygène atmosphérique a pu se 

dissoudre. La teneur en hydrogène disBouB représente elle une 

limite inférieure car une partie de l'hydrogène initialement 

présent a pu être consommé après 1'échantillonage et cela malgré 

1'inactivation provoquée par le refroidissement et l'adjonction 

d'un inhibiteur. 

Quand les échantillons sont incubés à 60"C, la teneur en 

hydrogène dissous diminue avec le temps. La consommation 

d'hydrogène est supprimée par l'adjonction de NaOK maie seulement 

partiellement inhibée par celle de HgCIa (Fig.5). Le chlorure de 

mercure n'est donc pas un bon inhibiteur pour ces eaux là, 

contrairement à ce qui avait été observé par Schink à Yellowstone 

(SchinJc et al. 1963). On peut supposer que le mercure précipite 

avec les sulfures présents dans l'échantillon ce qui annule son 

effet inhibiteur. Il apparaît cependant nettement que la 

consommation d'hydrogène est liée à des activités biologiques. 

Noue n'avons jamais observé de production d'hydrogène durant les 

expériences d'incubation, même quand 1'hydrogène diesouB a été 

précédemment soutiré par extraction. Une production d'hydrogène 

59 



c on me celle rapportée pour IeB eaux chaudes d'éventé 

hydrothermaux eous-marins (BaroBB et al. 1982) n'a donc pas pu 

être démontrée. 

A cauBe de la faible concentration in situ d'oxygène, IeB 

expériences ont été menées aussi bien en conditions aérobies que 

anaérobieB; IeB candidats pour une consommation anaérobie de 

l'hydrogène étant les bactéries méthanogènes et eulforéductrices, 

les hydrogénobactéries pour la consommation aérobie. 

La Figure 5 montre les résultats obtenus sur le site 9. Dans ce 

site, la consommation anaérobie de l'hydrogène est six fois plus 

active que la consommation aérobie, Dans le site 5, au contraire, 

la consommation aérobie prédomine (Tableau 8). La température du 

elte 5 eBt inférieure à celle du site 9 (Tableau 1}, la 

solubilité de l'oxygène y est par conséquent meilleure, ce qui 

pourrait expliquer que la consommation aérobie de l'hydrogène y 

6oit prédominante. 

Dans une certaine mesure cependant les activités aérobies et 

anaérobieB de consommation d'hydrogène coexistent dans la même 

eau. Les valeurs obtenues - en conditions aérobies - sont 

comparables à celles mesurées à Yellowstone (radio-essai) 

(Tableau 8). Cependant, les différences de méthodologie rendent 

toute comparaison délicate. 

Quoiqu'une analyse détaillée doive être effectuée, il est logique 

de conclure que la consommation d'hydrogène peut être expliquée 

par les propriétés cinétiques des hydrogénobactéries (bactéries 

méthanogènes et sulforéductrices en conditions anaérobles). 

1.10. Quantification des hydrogénobactéries 

Le Tableau 9 donne les MPK déterminés sur les 11 sites de la 

solfatare de S.Federigo dont IeB caractéristiques 

physicochimiques ont précédemment été données. 
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Comparées au 45.103-95.10° cell/g de vase obtenu lore des 

numérations dans le Loclat (Schweitzer et Aragno 1975), ces 

valeurs sont très f a'ibles. Ceci pourraitÊéventuellement provenir 

de problèmes "techniques": 

- AprèH cinq joure d'incubation, les échantillons ont dO être 

réfrigérée pour être transportés en Suisse. L'incubation n'a pu 

§tre poursuivie que 24h plus tard. 

- Les cultures ont été faiteB en éprouvettes. Il est apparu par 

la suite que la croissance deB hydrogénobactéries thermophileB 

était souvent médiocre dans cee conditions. 

Gi ces deux facteurs Bont susceptibles d'amener à une sous-

estimation de la valeur du MPM, ils n'expliquent probablement pas 

1'écart observé entre les valeurs mesurées au Loclat et à 

S.Federigo. Il semble donc gu'il y ait réellement une relative 

rareté dea hydrogénobactéries dans ces milieux géothermaux. Ceci 

est corroboré par les valeurs établies en Islande par 

KriBtjansson étal. (1985) qui dénombrent une moyenne de 5400 

hydrogénobactéries/100ml de sédiment. Schinlt et al. (1983) 

obtiennent respectivement 2300 et 28 000 cell./100 ml Bur les 

deux sites de Yellowstone qu'ils ont étudiés. Dans les deux cas, 

on est donc assez proche des valeurs moyennes mesurées à 

Larderello. 

QUQIB Bont donc les facteurs qui limitent la croissance deB 

hydrogénobactéries? La pauvreté en matière organique semble un 

Btress important. Les échantillons 9a et 9b sont à cet égard 

significatifs. L'échantillon 9b eBt contaminé par de la matière 

organique en provenance d'une décharge voisine, on y trouve cinq 

fois plus de bactéries que dans les autres échantillons; 

l'échantillon 9a est une petite source bouillonnante donnant 

naissance à un ruisseau à faible débit (9b), un échantillon 

prélevé au centre du bouillonnement est peu susceptible d'avoir 

été Bignificativement contaminé par les matières organiques 

avoisinantes et de fait, on n'y trouve pas d'hydrogénobactéries. 
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Il est évident qu'en absence presque totale de matière organique, 

seuls des outotrophes obligatoires peuvent se développer; étant 

donné que de telles bactéries exiBtent (VPL) il reste étonnant 

qu'elles ne soient pas plus nombreuses. 

Le problème de la concentration en oxygène Be pose également: les 

hydrogénobactéries sont microaérophiles et donc assez exigeantes 

quant aux concentrations en oxygène. A haute température, la 

solubilité de l'oxygène est extrêmement réduite et il est 

difficile de savoir dans quelle mesure le brassage permanent et 

Bouvent vigoureux auquel sont soumises les sources permet 

d'établir des concentrations en oxygène suffisantes. Le gazage 

continu par un mélange de gaz dépourvu d'oxygène abaiBBe encore 

la concentration en Oa dissous. 

Zl convient de remarquer que toutes IeB croissances positives 

obtenues ne sont pas forcément dues & des hydrogénobactéries; il 

est possible que d'autres bactérieB ee développent pendant 

quelques générations dans les conditions d'incubation choisies, 

p,ex. des sulfooxydantes utilisant les composés soufrés présents 

dans 1'inoculum. 

1.11. Mesure de l'ATP 

L'ATP est une molécule présente de façon universelle et univoque 

chez les organismes vivants. La teneur en ATP cellulaire est 

maintenue entre des valeurs assez étroites. A cause de cette 

régulation, sa concentration cellulaire n'est que faiblement 

corrélée à l'état physiologique de la cellule. Sa mesure noue 

donne donc une estimation de la biomasse vivante, peu tempérée 

par l'activité (Maire 1983). 

Il nous a paru intéressant de tneeurar la teneur en ATP des sols 

et des eaux de S.Federigo afin d'avoir une idée approximative de 

l'importance de la biomasse. Malheureusement, les résultats 

obtenuB, consignés danB le Tableau 9, nous montrent bien que les 

méthodes mises au point pour des eols "banals" ne peuvent être 
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extrapolées sane autre aux sols dee.champs fumerolliens. 

D'une manière générale, les pertes - estimées par dopage - sont 

conséquentes, mais surtout elles sont extrêmement disparates; on 

a même la situation extrême - et absurde 1 - des échantillons 1.1 

et 3.1 où la différence (échantillon dopé - échantillon non dopé) 

excède la valeur du dopage 1 Ce qui n'incite pas à l'optimisme 

quant à la valeur des résultats obtenus I 

Globalement, les valeurs sont faibles, il a même fallu travailler 

avec une enzyme purifiée (luciférase) pour atténuer le bruit de 

fond qui gênait la mesure. Avant d'attribuer une valeur 

biologique à cette faible concentration, il convient de souligner 

que la méthode d'extraction utilisée n'a pas été optimalisée et 

que les valeurs obtenues ne sont peut-être que des concentrations 

minimales. Ceci dit, avec des valeurs moyenne n'exédant pas 100 

ng/ml(mg), nous avons des concentrations au moins dix fois pluB 

faibles que celles mesurées dans des sola. Il semble donc que la 

biomasse soit faible ou peu active, mais cette assertion 

nécessite de Bérieuses vérifications. 

1.12. Enrichie sèment 

Le Tableau 10 donne les souches isolées ou au moine les 

enrichissements positifB en regard du site d'échantillonnage, 

pour la région de Larderello. Sur la Figure 6, nous avonB 

représenté le succès ou l'échec des enrichissements en fonction 

des conditions de température et de pH. Il est possible de tirer 

une droite qui sépare presque parfaitement les enrichissements 

positifs et négatifs. Seuls deux points sont nettement en dehors 

de cette séparation soit: le point 10 (86'C; 6), c'eBt à dire 

l'étang de Lago qui ne fait pas à proprement parler partie de la 

solfatare de S.Federigo et où d'autres facteurs eont susceptibles 

d'intervenir (p.ex. le chimisme) et le point 1.5 (60.7"C; 6.2-

6.5) qui est un des rares point à avoir été échantillonné une 

seule foie ce qui laisse à penser qu'il s'agit peut-être d'un 

échec accidentel. 
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On coriBtate donc que les hydrogénobactéries sont d'autant moins 

thermophilea qu'elles sont acidophilea (et vice et versa). 

A pH 2, la température maximale à laquelle on trouve encore des 

bactéries est d'environ 40'C; à pH 4, elle approche 70'C alors 

que IeB bactéries sont encore présentes dans de l'eau en 

ebullition (98'C) si son pH est inférieur à 6. 

Les donnéeB établies ne sont pas assez nombreuses pour 

généraliser ce résultat; toutefois, cette relation pH-température 

a déjà été établie par Brock et Darland (1970). Ces chercheurs 

ont testé la présence de microorganismes dans IeB sources 

d'Islande, de Nouvelle-Zélande et des USA (principalement à 

Yellowstone). Les échantillons ont été examinés au microscope, 

les résultats obtenus Bont donc représentatifs de la population 

bactérienne totale et non d'un groupe physiologique particulier. 

On retrouve cependant la même relation mais avec des limites 

décalées soit: une température maximale de 70'C pour une vie à pH 

2; supérieure à 80'C à pH 4; pour les pH neutres et alcalins la 

vie semble possible jusqu'au point d'ébullition de l'eau. On 

s'assure qu'il ne s'agit pas d'une contrainte chimique en 

vérifiant cette "loi" le long d'un effluent acide (pH et chimisme 

- constant, température diminuant régulièrement). 

Il semble donc qu'il soit impossible aux bactéries en général 

maiB plus spécialement aux hydrogénobactéries d'affronter un 

environnement qui soit à la fois très chaud et très acide. CeB 

deux stresB paraiBBent agir de façon synergique pour lancer un 

défi à la vie que seules de trèB rares espèces (Sulfolobus) sont 

à même de relever. 

L'écart entre les températures maximales de croissance en 

fonction du pH établies par Brock et Darland (1970) et celles que 

nous avons mesurées peut s'expliquer soit par un manque de 

données de notre part (une vingtaine de points contre 300!) soit 

par la spécificité plus étroite de nos analyses puisque nous ne 

testons qu'un seul groupe métabolique, les hydrogénobactéries, 

qui est peut-Stre plus susceptible à ces contraintes que 

l'ensemble de la population bactérienne. 
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2. Autres regione géothermalea/volcaniques 

Les enrichiBBementelpOGitife*obtenus ailleurs qu'à Larderello 

sont consignés danB le Tableau 11. 

2.1. Région de Naples 

La localisation des Bites d'échantillonage de cette région est 

repérée sur la Fig.7. 

- Solfatare de Pisciarelli 

Dans cette solfatare très acide, pH <1.5, avec des températures 

supérieures à 70'C, nous n'avons pas pu isoler 

d'hydrogénobactéries. Si l'on BB réfère à la Fig.6 établie 

dans la région de Larderello, il semble que cet insuccès soit 

dû aux conditions de pH et température puisque nous sommes dans 

un domaine ne permettant pas la croissance. 

- Agnano 

Cette station de cure présente encore de nombreuees 

manifestations plus ou moins naturelles: ruisseaux, fontaines, 

bassin pour boues thermales etc. Tous les enrichissements 

réalisés y ont été positifB. 

- Thermes de Capetta, Rosapeppe, Capasso (Région de Contursi) 

Lee prélèvements effectués sur ceB sites n'ont pas permis 

d'isoler d'hydrogénobactérieB thermophiles, peut-être à cause 

de leur température assez basse (30-47*C), mais plus 

probablement à cause de leur concentration élevée en HaS. 

- Lac de Fusaro (Ouest de Pozzuoli) 

Conditions et résultats similaires aux thermes ci-dassus. 

- Stufe di Nerone 

L'échantillon prélevé â la source (>50'C; pH - 7) a été 

positif. 

65 



2.2. Vésuve 

Un prélèvement unique mais fructueux a été effectué danB une 

fumerolle sur le Vésuve {Fig.l), Beul endroit un peu humide (eau 

provenant de la condensation de vapeurs fumerolliennes). 

2.3. Etna 

En 1981, un échantillon ramené de l'Etna (Fig.l) a permis 

d'isoler une hydrogénobactérie. 

Ce prélèvement a été fait près d'une fumerolle existant depuiB de 

nombreuses années maIB recouverte à l'époque de cendres provenant 

d'une éruption récente. Cette fumerolle a diBparu après 

l'éruption de '83 qui l'a ensevellie BOUS de la lave. 

Les divers prélèvements effectués en 1984, représentatifs de 

conditions variées ont tous été négatifs. 

Une nouvelle fumerolle est apparue en '86. Apparemment elle n'a 

pas encore été "colonisée" car aucun des échantillons effectué à 

proximité n'a été positif. 

2.4. Lea Iles Eollennes (Vulcano) 

De nombreux échantillons ont été prélevé sur l'île de Vulcano 

(Fig.l) dans quatre types d'environnements distincts; les 

échantillons sont donc très variés, on a: 

- Des échantillons très acides, pK 1.5-3.5 avec des températures 

de 45-75"C. 

- Des échantillons de pH 3-4 avec des températures variant de 

26 à 65'C et dont la localisation à quelqueB mètres de la plage 

laisse supposer qu'ils sont constitués d'un mélange d'eau de 

mer et d'eau de source. 
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- Des échantillons faiblement acidee prélevés en mer au-dessus 
.< • • - M - • • 

d'un event (- 120"C). 

- DeB échantillons prélevés dans des fumerolles sur le bord du 

cratère actif de La Fossa, en milieu acide et sec (dégagement 

de SOa). 

Des isolements ont été tentés en ces différents endroits à deux 

reprises mais sans Buccès. En fait, la majeure partie deB 

échantillons est dans une zone pH-temperature peu favorable. 

Les plus susceptibles d'abriter des hydrogénobactéries ont une 

concentration en sel se rapprochant de celle de l'eau de mer 

(3 % ) ; il y a là une contrainte supplémentaire peut-être 

responsable de l'absence d'hydrogénobactériee. 

Aucune recherche n'a été faite jusqu'à présent dans le grand 

champ fumerollien près du cratère de l'île de Stromboli. 

2.5. Islande 

Plusieurs échantillons ont été ramenés d'Islande depuis les 

régions suivantes : 

- Landmannalaugar; Geysir; lac Myvatn, SO de Reykjahlidh; 

solfatare de Namafjall; Heimaey; ReyJtholt; sources de 

Burbharbak et de Kleppjarnereykir; solfatare de Kriauvik, 

région de Hveragerdhi (Fig.8). 

Les échantillons positifs sont donnés dans le Tableau 11. 

Notons que IeB conditions de transport et de conservation n'ont 

pas été optimales. Malgré tout, la rareté des échantillons 

positifs (Tableau 11} est surprenante vu les conditions 

généralement favorables de pH et température, De plus, on a 

détecté, de manière semi quantitative, de 1'hydrogène dans 

plus leure des Bites de prélèvement : 5 % à la solfatare de 

Namafjall; 2-5 % à Krisuvik; 0,5 % dans la région de Hveragerdhi. 
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3. Bilan 

Sur la baee des résultats obtenue, noua pouvons tenter d'établir 

un bilan des caractéristiques et de l'intérêt biologique des 

milieux géothermaux - et volcaniques -. La plupart des remarques 

s'appliquent pluB spécifiquement à la solfatare de S.Federigo 

mais peuvent certainement être extrapolées sans modifications 

majeures. 

Nous avons vu que les milieux géothermaux présentent une certaine 

variété de conditions physicochimiques avec, dans les régions 

étudiées, prédominance d'environnements chauds et acides. Ces 

milieux apparaissent relativement stables, pauvres en matière 

organique mais dotée de tous IeB macronutrimentB indispensables à 

la vie. Ces conditions doivent favoriser le développement de 

bactéries autotrophee obligatoires ou à prédominance autotrophs. 

Leur teneur élevée en hydrogène les rend particulièrement 

intéressants pour l'étude des hydrogénobactéries, Même si leur 

nombre, déterminé par la technique du MPN, est faible, de 

nombreux enrichissements positifs ont pu être réalisé. Dans un 

milieu donné, le succès des enrichissements est lié aux valeurs 

de pH et température des lieux d'échantillonage. 

La consommation In situ d'hydrogène est compatible avec une 

activité biologique ce qui atteste l'importance des 

hydrogénobactéries dans ces milieux. La population totale y est 

cependant faible (mesure de l'ATP) et, vu leur grande sélectivité 

et leur pauvreté en niches écologiques, il en est probablement de 

même pour la diversité spécifique, mais ceci demande à être 

vérifié. 

L'étude taxonomique des bactéries isolées fait l'objet de la 

Buite de ce travail. Nous verrons dans quelles mesures les 

particularités de leurs habitats ont des répercussions sur leur 

métabolisme et leur évolution. 
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V LE GENRE HYDROGENOBACTER 

Comme nous l'avons souligné dans l'introduction, IeB 

hydrogénobactérieB ont toujours été considérées comme un groupe 

physiologique ne contenant pas d'autotrophes obligatoires, cela 

contrairement à ce que l'on observe chez d'autres 

chimiolithotrophes (bactéries nitrifiantes ou sulfooxydantes 

p.ex.). La capacité de fixer le COa et d'utiliser l'hydrogène 

moléculaire était considérée comme un atout supplémentaire 

conférant un avantage à la bactérie dans les rares cas où la 

concentration en hydrogène est suffisante pour permettre eon 

utilisation. 

Il nous est cependant rapidement apparu que les souches 

thermophiles non sporulantes isolées de Toscane (et de quelques 

autres régions d'Italie) étaient susceptibles de présenter un 

métabolisme à prédominance autotrophs, voire une autotrophie 

obligatoire. 

Les conditions rencontrées dans les manifestations géothermales 

(pauvreté en carbone organique, abondance en hydrogène) alliées à 

l'absence de mécanismes de résistance (spores, kystes] 

contraignent en effet ces bactéries à une croissance 

lithoautotrophe, sinon obligatoirement du moinB 

préférentiellement. 

Les essaie d'utilisation de substances organiques ont rapidement 

confirmé cette hypothèse. 

L'autotrophie obligatoire de ces nouvelles souches, quoique 

prévisible, nouB a cependant surpris; il y a des concepts bien 

ancrés dans les esprits et 1'autotrophie facultative des 

hydrogénobactéries était de ceux-là! 
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Au courB de ce travail, nous avons pris connaissance de trois 

descriptions de bactéries présentant deB caractéristiques 

similaires à celles deB souches étudiées à savoir: 

hydrogénobactéries thermophiles laoléeB d'environnements 

géothermaux, non sporulantes, incapables de se développer en 

conditions hétérotrophes. Nous avons pu nous procurer quelques-

une B de ces souches et IeB inclure dans notre étude; il s'agit 

de: 

- Hydroqenobacter thernophilus (KawaBumi et al. 19B4) 

- TK-6, souche type 

- TK-H 

- TK-G 

- Calderobacterium hydrogenophilum (Kryukov et al. 1983) 

- Z-829, souche type 

- Hydrogenobacter sp. (Kristjansson et al. 1985) 

- H-I 

- H-12 

- HVH27 

Dans une étude comparative, nous avons répété avec ces souches 

certaines expériences faites avec IeB souches de Toscane. Dans ce 

cas, nous donnons les résultats obtenus Bans autre indication. 

Quelques résultats ont été tirés de la littérature, auquel cas 

ils seront suivis d'un astérisque. LeB référenoeB correspondant à 

chaque souche sont données ci-dessus et ne seront plus répétées. 

Il va de soi que, travaillant avec des autotrophes obligatoires 

appartenant au même groupe physiologique, le set de teBts 

phénotypiques discriminatifs est considérablement réduit. C'est 

pourquoi nous commencerons cette étude par une caractérisation 

génotyplque qui nous permettra de cerner les différents groupes 

en présence et justifiera le choix de quelques-unes de ces 

souches pour les tests phénotypiques. 
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A) RESULTATS 

Dans cette première partie, nous donnerons -les résultats obtenus 

avec quelques commentaires Buccints. Les données IeB plue 

intéressantes seront reprises dans la seconde partie (B) pour 

être discutées plus en détail. 

1. Souches étudiées 

Pour cette étude des souches apparentées au genre 

Hydrogenobacter, nous avone priB en considération toutes les 

hydrogénobactéries thermophiles, non sporulantee, incapables de 

Be développer en conditions hétérotrophes et ayant un % G + C 

d'environ 40 %. 

La liste de ceB souches est donnée dans le Tableau 12 avec, en 

rappel, le site d'échantillonage (voir aussi Tableaux 10 et 11); 

nous indiquons également l'origine des souches TK-6, H-I et Z-

829, étudiées en parallèle. 

Le cas de HF3, autotrophe facultatif, sera traité plus en détail; 

cependant, des études ultérieures ont justifié Bon intégration 

dans ce groupe. 

Dans un souci de concision, ces Bouches seront globalement 

désignées comme Hydrogenobacter, postulat que nous justifierons 

dans la suite de ce travail. 

La distribution géographique approximative de cee souches est 

donnée dans la Figure 9. 

2. Pourcentage guanine + cytosine 

Le pourcentage G + C des différentes souches est donné dans le 

Tableau 12. La similarité des valeurs obtenues constitue un deB 

critères nous ayant permis de ne pas exclure une parenté entre 
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les Bouches. Les différences entre les valeurs G + C mesurées par 

nos soins et celles relevées dans la littérature sont facilement 

explicables par des variations plus ou moins importantes dans les 

méthodes de détermination utilisées (on sait qu'un écart 

d'environ 5 % n'a de signification que Bi les mesures ont été 

faites dans les mêmes conditions, voire dans le même laboratoire 

et par le même chercheur!). 

Il est de peu d'importance de déterminer quelles sont les mesures 

les plus proches de la réalité puisque seules les comparaisons et 

une bonne estimation nous intéressent. Pour ce faire, les valeurs 

que nous avons mesurées sont donc IeB plus adéquates. 

Toutes les valeurs obtenues sont comprises dans une fourchette 

assez étroite allant de 37.5 â 40.3 % G + C. 

Ces valeurs assez basses distinguent radicalement ces bactéries 

des hydrogénobactéries déjà décrites {voir discussion} et 

infirment une fois de plus la relation entre une vie à haute 

température et une teneur élevée en guanine * cytoBine. 

3. Pourcentages d'homoloqie ADH-ADK 

Comme l'équivalence de % G + C n'implique pas forcément une 

parenté étroite, il convenait d'affiner cette première approche 

par des séries d'hybridations ADN-ADN. 

Les pourcentages d'nomologie ADN-ADN sont donnés dans le Tableau 

13. 

Nous avons choisi de travailler dans des conditions très 

sélectives en mesurant la vitesse de réaSBOciation à 70'C ce qui 

est élevé pour des souches ayant un % G • C d'environ 40 h (Tm -

5'C). En mesurant ces valeurs à 60*C (Tm - 15'C) nous obtenons 

des pourcentages d'nomologie de 10 % supérieurs, en moyenne. 

Cependant, à cette température, les courbes de rôassociation sont 

beaucoup moins bonnes et les estimations d'homologie plus 

imprécises. 
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Les résultats obtenue Bont d'une netteté frappante. Visiblement, 

ces bactéries doivent être scindées en cinq groupes. 

A l'intérieur de ces groupes, les valeurs d'homologie dépassent 

70 % alors qu'entre deux groupes elles sont inférieures à 20 % 

{voir aussi dendrogramme, Fig.10). 

Nous avons les groupes euivants; 

- Un premier groupe de souches isolées de Toscane: 

T3, T4, P4, P9, PIO. 

- Un deuxième groupe de souches isolées non seulement de Toscane, 

mais aussi d'autres régions d'Italie: 

T5, T13, T171, TlBl, T191, 102, MF3. 

- Un groupe de souches isolées au Japon: 

TK-6 (Hvdroqenobacter thermophilus, souche type), TK-H, TK-G. 

- Une souche en provenance d'Union Soviétique: 

Z-829 (Calflerobacterium hydrogenophilum, souche type) 

- Un groupe de souches isolées en Islande: 

K-I, HvH27. 

La réalité de CSB cinq groupes une fois établie, nous avons tenté 

de retrouver dans les caractères phénotypiques la signature de 

ces différents génotypes. 

Les résultats IeB plus significatifB de cette étude phénotypique 

sont consignés dans le Tableau 14. 

4. Morphologie 

Toutes les souches sont dee bâtonnets non sporulants, non 

mobiles, montrant une tendance à former des filaments, Burtout 

aux températures supraoptimales. Les faibles variations de 

dimensions entre les souches étudiées {Tableau 14) ne sont à 
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notre avis pas significatives et sont à corréler avec les 

variations observées en fonction de l'état physiologique des 

cellules. De plus, ces variations concernent surtout la longueur 

des cellules, paramètre beaucoup pluB variable que le diamètre 

qui lui constitue une mesure moins aléatoire. 

LeB photos 10 et 11 montrent l'aspect des souches T3 et T13. 

5. Ultrastructure 

La paroi bactérienne est de type Gram négatif et en présente la 

structure typique (photo 12). Cette structure suggère 

l'appartenance de ces bactéries au règne des Eubactéries. 

Aucune membrane interne ne peut être observée comme c'est 

généralement le cas chez les hydrogénobactéries. 

6. Culture en milieu liquide non agité 

En bouteille et en conditions autotrophes, la croissance est 

bonne et relativement rapide (DO - 2 en 5-7 jours). 

Il est également possible de cultiver ces bactéries dans des 

flacons de Fernbach, flacons présentant un grand rapport 

surface/volume; l'inoculation de 500 ml permet dans ces 

conditions de récolter - Ig de cellules (poids frais). 

La croissance en éprouvette 6Bt très faible; il est probable qu'à 

60'C, la diffusion de l'oxygène dans le tube n'est pas aBsez 

forte pour assurer une oxygénation optimale (voir discussion). 

Les cultures âgées tendent à former des aggregate. 
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7. Croissance en fermenteur, taux de croissance 

Le graphe de la Figure 11 donne la courbe de croissance de la 

souche T3 établie en conditions Ha-lithotrophes à 65'C. 

Le démarrage de la culture est facilité si l'on débute avec une 

faible concentration en oxygène que 1'on ajuBte progressivement, 

soit en augmentant le pourcentage d'oxygène dans la phase 

gazeuse, soit en augmentant la vitesse d'agitation. 

Le pH set maintenu constant par adjonction de NH3 concentré quand 

nécessaire. 

Dans ces conditions, le taux de croissance mesuré est de 0.3 pour 

T3 et de 0.33 pour MF3; Le taux de croissance d'Hydrogenobacter 

thermophilus eBt de 0.35 et donc très proche. 

8. Culture en milieu solide 

a) Conditions autotrophsB sur agar. 

Aucune des Bouche n'est capable de se développer sur milieu 

solide en conditions Ha-lithoautotrophes. Les précautions 

prises pour éviter le dessèchement des boites de Pétri noue 

ont permis de prolonger l'incubation pendant plusieurs 

semaines, maie sans résultats. 

Kristjanaeon et al, ( 19B5 ) ont montré que leurs souches 

étalent inhibées par des concentrations d'agar allant de 0.5 à 

2 g/1. Cela pouvait signifier que l'absence de croissance sur 

milieu Bolide était due à 1'action de la substance gélifiante 

plutôt qu'au mode de croissance. 

Nous avons donc essayé de substituer à l'agar une autre 

sustance gélifiante. 

b) Conditions autotrophes sur gelrite 

Sous le nom commercial de gelrite, on désigne un agent 

gélifiant formant, après chauffage et refroidissement, un gel 

clair dont la force est contrôlée par la concentration en 

cations bivalents tels que le magnésium et le calcium. Ce 
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produit est obtenu à partir d'un hetéropolysaccharide 

bactérien, le PS-60, produit par un Pseudomonas (Rang et al. 

19S2). La supériorité de la gelrite sur l'agar lors 

d'incubations à hautes températures à été mise en évidence par 

Lin et Casida (1964): meilleure stabilité, meilleure 

transparence et, sauf exception, meilleure croissance. 

Vu IGB atouts que semblaient réunir ce nouvel agent gélifiant, 

nous l'avons utilisé pour la confection de milieux solides. 

Les essais effectués sont résumés dans le Tableau 15. 

Le milieu de Schlegel étant riche en ions, il y a 

interférences lors de l'ajout de nouveaux cations, p.ex. 

formation de précipités. En complétant le MMB avec 6 g/1 de 

gelrite et 1 g/1 de CaCIa, on obtient un gel mou sur lequel 

une croissance Hs-lithotrophe est possible. Avec B g/1 de 

gelrite et 0.4 g/1 de MgSO-.7HaO, on obtient une gélif!cation 

du MMB sensiblement de même qualité qu'avec 1.5 % d'agar. Dans 

ce cas, la croissance n'est pas possible. 

C'est donc bien la nature solide du milieu qui inhibe la 

croissance. L'agent gélifiant n'est pas en cause puisque la 

croiBeance sur milieu "semi-solide" reste possible, 

c) Conditions mixolithotrophes sur agar 

Ce n'est que récemment que la possibilité d'utiliser le 

thiosulfate comme Bouree alternative d'énergie et d'électrons 

a été mise en évidence (voir point 14). Alfredsson et al. 

(1986) ont rapporté que, cultivés en tant que suifooxydants, 

les Hydrogenobacter étaient capables de se développer sur 

milieu solide en formant des colonies jaune-brillant, suite à 

l'accumulation de soufre. Notre propre expérience nous a 

incité à faire cet essai en conditions mixolithotrophes, c'est 

à dire en présence simultanée d'hydrogène et de thioBulfate. 

On obtient ainsi des colonies beige-jaunâtre (le dépôt de 

soufre est moins important dans ces conditions) aux bords 

diffus. 
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Les modalités de croissance de ces soucheB trahissent une 

sensibilité particulière à la concentration en oxygène. Nous 

reviendrons plus en.détail sur ce point dans la discussion. 

9. Températures cardinales 

L'incubation des souches à l'aide d'un appareil à gradient de 

température noua a permis de déterminer IeB températures 

cardinales de croissance données dans le Tableau 16. 

L'appareillage utilisé ne nous permettait pas de réaliser les 

cultures dans des conditions optimales: gazage non continu, 

consommation rapide de l'oxygène disponible, pH non contrôlé, 

culture en éprouvette...les DO obtenues sont donc faibles mais 

permettent néanmoins une comparaison. 

La valeur des températures extrêmes a été établie dans des 

expériences séparées permettant des incubations prolongées. 

L'a souche PlO et toutes celles qui lui sont apparentées 

présentent une thermophilie légèrement supérieure aux autres 

souches. Si l'optimum de croissance est tout à fait comparable 

(70-75'C), le maximum eat plus élevé. Les souches de ce groupe 

sont lee Beules à présenter une bonne croissance à 80'C (Pig. 12 

et Tableau 16) . 

La signification écologique et taxonomique de ce caractère sera 

reprise dans la discussion. 

10. Optimum de pH 

Toutes les souches testées sont neutrophileB avec un optimum aux 

environs de 7.4 pour la souche MF3 cultivée en conditions 

hétérotrophes (Fig. 13). 

La croissance eet possible depuis un pH d'environ 5, jusqu'à un 

pH de 8. 
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Ces valeurs sont légèrement décalées par rapport à celles 

obtenues pour Hydroqenobacter sp. (Kristjansson et al. 1985) qui 

sont: optimum 6.5, limites de croissance 4.0-7.5. Les valeurs 

ayant été établies dans d'autres conditions, elles peuvent être 

considérées comme non significativement différentes. 

11. Tolérance à divers composée 

11.1. Tolérance au NaCl et & la glycine 

Les bactéries étudiées se sont révélées très sensibles à la 

pression OBmotique. Quoique isolées de milieux relativement 

riches en selB dissous, elles ne supportent paB l'adjonction de 1 

% KaCl dans le milieu de culture. L'échec des tentatives 

d'isolement en eau saumStre n'est peut-être pas sans rapporti 

(voir chapitre IV). 

L'adjonction de 1 % glycine inhibe également la croissance. 

11.2 Tolérance à l'acide borique 

Les concentrations en acide borique mesurées en Toscane sont 

d'environ 3 g/1 (Tableau 2). Nous avons essayé de voir quel était 

l'effet de l'adjonction de cet acide au milieu de culture, d'une 

part pour les souches isolées de Toscane, d'autre part pour les 

autres souches d'Hydroqenobacter• Une bactérie mésophile, 

Alcaligenea eutrophus (ATCC 17699) a été étudiée en comparaison. 

Le Tableau 17 donne la densité optique finale des cultures en 

fonction de la concentration en acide borique. Pour faciliter la 

comparaison, les résultats ont été normalisés en ramenant à 1 la 

valeur de la DO mesurée dans le milieu témoin (O g/1 de K3BOa). 

D'une manière générale, les souches toscanes ne sont pas mieux 

adaptées que les autres thermophiles aux hautes concentrations en 

acide borique, mais il est très frappant de constater que la 
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souche mésophile y est beaucoup plus sensible. On retrouve par 

ailleurs cette bonne tolérance à l'acide borique chez d'autres 

thermophiles comme EBacilluB echlegelii 'et';B'acidocaldariu6 dont 

la croissance n'est pas influencée par la présence de 3 g/1 

d'acide borique (résultat non quantifié). 

11.3. Sensibilité à la pénicilline 

La pénicilline étant thermolabile, nous avons mesuré les 

concentrations n'induisant pas de retard à la croissance (Schenk 

et Aragno 1979) . 

Toutes les Bouches sont sensibleB à l'action de la pénicilline 

comme l'indiquent les concentrations minimales inhibitricêe 

notées dans le Tableau 14. Cette sensibilité traduit bien 

l'appartenance de ces bactéries au règne des Eubactérles. Il 

s'agit certes d'une preuve indirecte, maiB jointe à l'observation 

dee structures de la paroi, cela peut être considéré comme 

suffisant. 

12. Sources d'azote 

12.1. Sources d'azote combiné 

La capacité d'utiliser ou non certains composés azotés est donnée 

dans le Tableau 14. 

L'ammoniaque est la meilleure source d'azote pour ces bactéries. 

Du point de vue écologique, cela est conséquent avec les données 

des analyses chimiques qui indiquaient la richesse du milieu en 

ce composé (Tableau 2). L'urée et l'asparagine peuvent également 

être utilisée. L'utilisation des nitrates Bemble plue aléatoire, 

il est possible que les conditions d'expérimentation - p.ex. le 

milieu - jouent un rôle. Le nitrite n'est pas utilisé. 
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12.2. Fixation d'azote 

Ainsi que noue l'avons souligné danB le chapitre II, la fixation 

d'azote aux très hautes températures n'a jamais été observée. 

Comme cela ne Bignifie pas pour autant qu'elle soit impossible, 

nous avonB jugé indispensable de vérifier la possibilité que les 

Hydrogenobacter puiBBent fixer l'azote moléculaire. 

Les teste présomptifs de l'utilisation de l'azote gazeux -

culture en milieu dépourvu d'azote combiné SOUB atmosphère 

microaérophile enrichie en azote - se sont révélés négatifs. 

Ces résultats ont été confirmés par l'absence de réduction de 

l'acétylène par les Bouches F4, P9 et MF3. 

Ces souches ont été cultivées en présence d'azote gazeux dans un 

milieu contenant un faible pourcentage d'extrait de levure afin 

d'avoir un minimum de croissance. 

13. Sources de carbone 

Les souches toscanes sont incapables de métaboliser les substrats 

suivants : L{ + ) arabinose, D ( + ) cellobioBe, Dt-) fructose, D( + ) 

galactose, D(+) glucose, D( + ) maltose, D(+} mannose, L(+) 

rhamnose, D(+) saccharose, D(+) sorbose, D(+) trehalose, D(+) 

xylose, acétate, benzoate, butyrate, a-cétoglutarate, citrate, 

formiate, D gluconate, malate, malonate, mesaconate, oxalate, 

oxaloacétate, pyruvate, D(+) L(-î et méso-tartrates, succinate, 

DL-alanine, L-arginine, D et L-aspartates, L-cystéine, D-

glutamate, glycine, L-histidine, L-ieoleucine, L-méthionine, L-

phénylalanine, L-proline, L-serine, L-tryptophane, L-valine, 

butanol, éthanol, Df-) mannitol, methanol, phénol, propanol, 

bouillon nutritif (Difco), extrait de levure {Merck), bouillon 

Standard I (Merck). 

Nous avons répété ces essais de croissance en conditions 

microaérophiles, O.OS bar Oa, sans plus de succès, 

Seule exeption, le cas de M?3 aera traité ultérieurement. 
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Les Bouches islandaises, russes et japonaises présentent les 

mêmes "symptômes";dJune autotrophic ,obligatoire. Nous examinerons 

les causes et les effets d'un tel métabolisme dans la diecuBBion. 

14. Sulfooxydatlon 

L'apparente incapacité de ces Bouches à utiliser une Bouree de 

carbone organique nous a amené à considérer quelles pouvaient 

être les alternatives, autreB qu'un développement hétérotrophe, à 

la croissance hydrogénotrophe. 

Etant donné la nature de leur milieu, l'hypothèse la plus 

immédiate était celle de l'utilisation de composés réduitB du 

soufre. Nous avons donc testé la croissance de ces souches comme 

suifooxydantes. 

Les principaux résultats de cette recherche ont déjà été publiés 

(Bonjour et Aragno 1986). 

14.1. Croissance avec des composéB réduits du soufre 

La croissance lithoautotrophe avec des composés réduits du soufre 

a tout d'abord été testée en bouteilles contenant du milieu 

minéral de base additionné de 0.5 % de thiosulfate ou de 0.5 % de 

soufre. NOUB avonB testés la croissance des souches T3, T171, Z-

829, H-I et TK-6. 

A condition que l'incubation soit faite en conditions 

microaérophiles (0.05 bar Oa)1 la croissance est aignicative, 

quoique faible, avec le soufre élémentaire, nettement positive 

avec le thiosulfate, Aucune croissance n'est possible si 

l'incubation se fait à pression partielle d'oxygène eupérieure à 

0.1 bar, donc notamment à l'airi Avec ces deux subetrats, le pH 

initial d'environ 7 est abaissé et atteint des valeurs de pH de 

4-5, suite à la production d'acide sulfurique. Avec le 

thiosulfate, on note en outre un dépôt extracellulaire de soufre 
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élémentaire en cours de croissance, aucune accumulation 

intracellulaire n'a par contre été observée. 

La croissance avec l'hydrogène sulfuré n'a pas été testée pour 

des raieons pratiques. En effet, si l'on ajoute des sulfuree BOUS 

forme de BeIs, il se forme du HaS gui est rapidement éliminé à 

cause du gazage. La solution consistant en un apport d'hydrogène 

sulfuré dans la phase gazeuse a été écartée pour des raisons de 

sécurité. 

La croissance avec des composés réduitB du soufre à été confirmée 

pour les soucheB islandaises par Alfredeeon et al. (1986). 

14.2. Analyse de la croissance avec thiosulfata 

La souche T3 a été sélectionnée pour des teBts de croissance en 

fermenteur avec le thioBulfate comme source d'electrons et 

d'énergie. 

Il a été nécessaire d'abaisser au maximum l'oxygénation du milieu 

afin de permettre la croissance. Nous avons donc débuté la 

croissance avec une agitation minimale, 200 rév/min, et seulement 

1 % O3 dans la phase gazeuse (Na: 0.85 bar / COa : 0.1 bar / air: 

0.05 bar). Faute de respecter ces précautions, la croissance est 

impossible. 

Une fois la croissance initiée, l'apport d'oxygène eBt 

progressivement augmenté, soit en changeant la vitesse 

d'agitation, soit en augmentant le pourcentage d'oxygène dans la 

phase gazeuse. On aboutit finalement & une concentration de 10 % 

Oa et une agitation à 800 rév/min. 

Les ajustements progressifs de la concentration en oxygène sont 

indiqués sur la Figure 14 qui donne la courbe de croissance de la 

souche T3 dans ces conditions. Cette courbe n'est pas 

exponentielle; le taux de croissance augmente jusqu'à ce que le 

thiosulfate soit entièrement consommé. Durant la croissance, le 
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soufre élémentaire s'accumule progressivement sous forme de 

granules extracellulaires. Le soufre ne peut être que trèB 

difficilement quantifié, surtout parce qu'il se dépose en partie 

contre les paroiB du fermenteur. Nous avons donc tenté d'en 

estimer la quantité par calcul. 

Fartant du principe que une mole de thiosulfate donne une mole de 

soufre et une mole de sulfate, nous arrivons à la formule 

suivante: 

Quantité de soufre = 2x [thiosulfate] - {sulfate] 

L'utilisation de la formule ci-deBsus présuppose que le soufre 

élémentaire est le seul composé s'accumulent en cours de 

croissance ce qui est tout à fait compatible avec les schémas du 

métabolisme du thiosulfate (voir discussion). 

Les granules de soufre interfèrent avec toutes les mesures de la 

biomasse: poids sec, concentration en protéineB et mesure de la 

densité optique; nous n'avons donc aucune quantification de la 

biomasse exempte de leur influence. 

Les concentrations en thiosulfate et en sulfate sont mesurées 

respectivement par titration et par gravimétrie. L'évolution de 

ces concentrations est donnée dans la Figure 14. 

Quand le thiosulfate est entièrement consommé, la concentration 

en soufre atteint 13.6 mK, Boit une valeur proche de la 

concentration initiale en thiosulfate (16.5 mM). Elle décroît 

alors rapidement tandis que la croissance continue sans 

interruption et sans changement de pente. A la fin de la 

croissance, les granules de soufre ont presque disparu. La 

quantité résiduelle correspond au soufre collé sur les parois du 

fermenteur en dessus de la surface du milieu et donc 

inaccessible. 

L'activité de l'hydrogénaee est nulle pendant toute la 

croissance. 
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Il est à noter que le thioeulfata n'est pas un subBtrat probable 

dans les conditions naturelles. Il offre cependant d'importants 

avantagea pratiques; comme de plus nous avons démontré que son 

oxydation complète pasBe par l'oxydation du Boufre, son 

utilisation est tout à fait justifiée. 

14.3. Croissance mixolithotrophe 

Comme dans les habitats étudiés l'hydrogène moléculaire et le 

soufre sont disponibles simultanément, nous avons décidé 

d'étudier le croissance de la Bouche T3 en présence concomitante 

d'hydrogène et de thiosulfate, croissance que nous qualifions de 

mixolithotrophe. 

Nous avons travaillé dans les mêmes conditions que ci-deesus, 

mais en remplaçant l'azote par l'hydrogène. Il s'est avéré que, 

dans CeB conditions, la croissance est beaucoup moine sensible à 

l'oxygène et peut être initiée avec la phase gazeuse suivante: 

H3: 0.85 bar / CO=: 0.1 bar / Oa: 0.05 bar. 

La courbe ûe croissance ainsi que l'évolution de la concentration 

en thioBulfate sont données dans la Figure 15. 

DanB une première phaBe, le thiosulfate est consommé. 

Conjointement, les cellules possèdent une activité hydrogénasique 

de 1.71 U/mg, soit une valeur comparable à celle dea cellulee 

cultivées uniquement avec de 1'hydrogène comme source d'énergie 

et d'électron (1.85 U/mg). Dana cette première phase, le taux de 

croissance est de: ^max » 0.67 

Après épuisement du thiosulfate, la croissance s'infléchit et le 

taux de croissance ne vaut plus que : iimax •= 0.3, valeur similaire 

à celle obtenue avec des cellules cultivées dès le début avec de 

l'hydrogène uniquement. 

Les résultats des points 14.2 Qt 14.3 sont résumés dans le 

Tableau 18 et seront repris dans la discussion. 
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14.4. Applications de la mixolithotrophie 

CultivéeB en conditions mixolithotrophes ;-;iea bactérieB étudiées 

sont capables de pousser sur milieu solide (voir point 8), chose 

impossible en conditions Ha-lithotrophes. 

Cette particularité pourrait être liée au taux de croissance plus 

élevé ou peut-être à une sensibilité diminuée à l'oxygène. 

Ce mode de croissance nous a été très utile pour faire 

"redémarrer" d'anciennes cultures. 

Zl parait évident que dans ces conditions, les bactéries sont 

beaucoup pluB à l'aise, preuve en est leur plus grand taux de 

croissance et leur plue grand pouvoir de récupération. 

La mise en valeur de cette propriété lors d'enrichissements sera 

discutée dans le chapitre VII. 

15. Caractérisation enzymatique 

Nous nous sommes attachés plus spécialement aux enzymes de 

1'autotrophic , BOit pour les hydrogénobacterles : 1'hydrogénase et 

la RUBP carboxylase. Apres avoir mis en évidence les 

particularités métaboliques de ces bactéries, nous avonB 

également dosé la phosphoribul oleina BO et l'a-cétoglu tarate 

déehydrogénaae. 

15.1. Activité de l'hydroqénaBe 

Les valeurs mesurées pour 1'activité de 1'hydrogénase Bont très 

variables et dépendent de l'état physiologique de la cellule. Le 

Tableau 19 donne quelques-unes des valeurs mesurées à 50'C sur 

des cellules entières. Sur des cellules cassées ou à plus haute 

température, cette activité est plus élevée. 
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15.1.1. Activité en fonction de Xa température 

La relation entre l'activité de l'hydrogénase et la température 

est données pour les souches MF3 et PlO (FIg.16). 

Dans les deux cas, l'optimum est supérieur à 70'C. Nous n'avons 

pas pu teeter l'activité à 80'C car, en dessuB de 76'C, la 

catalase présente dans le mélange réactionnel précipite, 

empêchant toute mesure. Il eat d'ailleurs remarquable de 

constater que cette catalase, enzyme extraite d'un organisme 

mésophile, reste fonctionnelle jusqu'à 70'Cl 

La loi d'Arrhénius voudrait que l'activité enzymatique double 

tous les dix degras; danB les deux exemples donnés ici, la pente 

est plus faible, elle ne double que tous IeB 20'C environ. On a 

peut-être là un exemple d'une activité catalytique réduite aux 

dépenB d'une meilleure thermoBtabilité. 

Kryukov et al. (1983) ont montré que l'hydrogénase de la Bouche 

Z-829 perdait son activité aprèB vingt minutes de chauffage à 

93'C et que son optimum se situait entre 70 et 80' C; cet optimum 

était différent selon la souche étudiée et pouvait atteindre 

90' C. 

15.1.2. Localisation 

L'hydrogène peut être activé par deux types d'hydrogénaBe. L'une 

est soluble -cytoplasmique - et transfère les électrons provenant 

de l'hydrogène directement au KAD-; l'autre est liée à la 

membrane et transmet les électrons directement danB la chaîne 

respiratoire, mais à un potentiel plus élevé que celui du couple 

NAD-/NADH + H* qui ne peut donc pas être directement réduit. La 

majorité des hydrogénobactéries décrites ne possèdent que cette 

hydrogénaae membranaire, seuls Mocardia opaca et Alcaligenea 

eutrophue possèdent une hydrogénaae eoluble, la dernière cumulant 

les deux types (Aragno et Schlegel 1981), 
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Dana un premier teat, nous avons masure la réduction du NAD* par 

des extraits cellulaires; cette réduction est à priori la 

signature de 1'activité de 1'hyârogénaBe'soluble. Cette activité 

n'a pae pu être ini se en évidence chez les souche B étudiée B , HOUB 

avons donc postulé qu'elles ne possédaient qu'une hydrogénase 

membranaire. DeB nesurea de l'activité de l'hyârogénaBe dans les 

fractions solubleB et membranaires ont confirmé cette assertion. 

Les résultats sont donnés dans le Tableau 20. 

15.2. Activité de la RUBP carboxylase 

Enzyme typique du cycle de Calvin, la ribuloee 1,5 bisphosphate 

carboxylase (RUBP carboxylase) est, chez les organismes aérobies, 

la protéine de fixation du COa universelle... ou presque. 

Travaillant avec des autotrophée, c'est donc tout naturellement 

son activité que nous avons cherché à mettre en évidence... sans 

aucun succès I 

Dès les premierB essais avec la souche MF3, nous avonB constaté 

qu'il y avait un problème. Boit de méthodologie. Boit de 

métabolisme! Afin de B'assurer que l'absence totale d'activité de 

la RUBP carboxylase était bien réelle, nous avons pris soin de 

répéter l'expérience dans les conditions suivantes: 

- Expérience à 30*C avec comme témoin positif, Aquaspirillum 

autotrophicum (ATCC 29984) 

- Expérience à 50'C avec comme témoin positif la souche 061 

isolée de Naples (cette souche, autotrophe facultative, a été 

perdue par la suite). 

- Expérience avec des cellules cassée a la "French Press" afin de 

s'asBurer que l'absence d'activité n'était pas liée à une 

insensibilité des cellules a l'action perméabilisante du 

toluène. 
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Quelles que soient les conditions choisies, aucune activité n'a 

pu être décelée chez ces bactéries. 

15.3. Activité de la phosphoribulokinase 

Le concept fixation du COa > Cycle de Calvin, chez les 

bactéries aérobies, étant fermement ancré dans les esprits, il 

nous a paru indispensable de tester 1'activité d'une autre enzyme 

clé de ce cycle afin d'éclaircir au mieux la situation. Nous 

avons naturellement choisi de mettre en évidence l'activité de la 

phosphoribulokinase (PRK). 

Les activités de la FRK Bont données dans le Tableau 21. Aucune 

deB souches ne présentant d'activité significative, 1'abBence 

d'un cycle de Calvin s'impose et avec elle, la nécessité 

d'élucider la voie de fixation du COa chez CSB Bouches. Ce point 

sera traité dans la diSCUSEion. 

15.4. Activité de 1'g-cétoglutarate déshydrogénase 

Aucune des souches d'Hydrogenobacter testée ne présente 

d'activité de 1'a-cétoglutarate déshydrogénase, enzyme clé du 

cycle de Krebs et conséquemment de la croissance hétérotrophe. 

Ceci confirme les travaux de Shiba et al. (1982). 

La souche MF3, autotrophe facultative (voir ci-dessous) ne 

présente pas non plus d'activité, que cela soit eur des cellules 

cultivées en conditions autotropheB ou hétérotrophes (butyrate). 

Nous reprendrons ce point dans la discussion. 

16. La souche MF3 

Nous avons jusqu'ici plus ou moins passé BOUS silence les 

particularités de cette souche. Isolée de 1'Etna, cette Bouche a 

pu être purifiée par étalement sur agar, contrairement à tous les 
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autres Hydrogenobacter qui ne peuvent pousBer eur milieu solide 

que dans certaines"conditions (voir point 8). Après purification 

cependant, la croissance sur milieu solide n'a plus été possible 

qu'en conditions mixotrophes: 0.2 * glucose et hydrogène. 

Plus étonnante est la propriété qu'a cette souche de se 

développer en conditions hétérotrophes alors même qu'elle 

présente 100 % d'homologie avec des souches obligatoirement 

autotrophes. 

La liste deB Bubstrats carbonés métabolisables a considérablement 

varié au cours des premiers essais, s'élargissant constamment; en 

même temps, la croissance Ha-lithotrophe, initialement 

irrégulière, s'est peu à peu stabilisée. Visiblement la 60uche 

s'est adaptée à la culture en laboratoire. 

Les substances permettant la croissance de la souche MF3 en 

conditions hétérotrophes sont; D(+) cellobiose, D(+) fructose, 

D(+) glucose, D( *) maltose, D(+) mannose, D(+) saccharose, 

acétate, butyrate, a-cétogutarate, D gluconate, malate, 

oxaloocétate, pyruvate , succinate, D( + ) L[- ) tartrates, DL-

alanine, D et L-aspartates, D-glutamate, L-phénylylanine, L-

proline, éthanol, glycerol, extrait de levure (Difco) et bouillon 

nutritif Standard I (Merck). 

Aucune des autreB substances mentionnées au point 13 n'est 

métabolisée (voir aussi Tableau 22). 

Cette autotrophie facultative étant 1'unique point distinguant 

MF3 de toutes les autreB soucheB d'Hydrogenobacter, notre premier 

soin a donc été de vérifier la pureté de la souche étudiée. 

Les preuves de la pureté de la Bouche MF3 sont: 

- Aspect homogène des colonies obtenues par culture en conditions 

mixotropheB (glucoBe et hydrogène) et mixolithotrophes 

(thiosulfate et hydrogène). 

- Aspect homogène lors d'observations au microscope. 
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- Absence d'un deuxième point d'inflexion danB la courbe de 

dénaturation de l'ADN. 

- Identité des pourcentages G + C dee cellules cultivéeB en 

conditions hétérotrophes (38.9) ou autotrophes (38.6). 

Nous eetimonB ces preuvea suffisantes pour assurer que la souche 

HF3 est une souche pure. NOUB reprendrons son cas dans la 

diBCUBBion. 
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B) DISCUSSION 

1. L'autotrophie obligatoire 

" From ecological and evolutionary considerations, an 

absolute dépendance on carbon dioxide for all carbon makes 

little sense, and bacteria with such a requirement would be 

an anachronism on earth as it now existB". 

Rittenberg (1972) 

"...we have pointed out the selective advantage that may be 

confered on such organisms living in natural environments 

in potential competition with heterotrophs; consequently we 

would say that natural selection answers the question "why 

obligatenees" ". 

Whittenbury et Kelly (1977} 

A cinq ans d'intervalle et alors que les données disponibles 

n'ont pu amener à un tel revirement d'opinion, de semblables 

divergences laissent entrevoir la complexité du problème...et 

permettent de nuancer le crédo de l'objectivité scientifique! Il 

convient donc d'aborder ce sujet avec beaucoup de circonspection 

et de bien baliser notre raisonnement. 

1.1. Définition 

La formulation du concept de lithoautotrophie a été énoncée par 

Winograsky (1887, 1886) lore de l'étude des bactéries sulfo et 

ferrooxydanteB. En 1922, il définit le nouveau type de 

métabolisme découvert qu'il appelle "Anorgoxydation". Il s'agit 

d'un métabolisme où l'oxydation de substances inorganiques 

fournit l'énergie et où la source de carbone est le gaz 

carbonique. Ce terme n'a pas passé à la postérité et on parle 

plutôt aujourd'hui de bactéries chimiolithoautotrophes. 
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D'après la définition de Schlegel (1975), les microorganismee 

chimiolithoautotrophes aérobies tirent leur énergie de 

l'oxydation de composés inorganiques telB que les formes réduites 

ou partiellement oxydées du soufre et de l'azote, l'ion ferreux 

et l'hydrogène. L'accepteur d'électronB est généralement 

l'oxygène, mais il peut éventuellement être remplacé par des 

composés azotéB (nitrite, nitrate). Le dioxide de carbone peut 

Bervir d'unique source de carbone. 

Les conséquences d'un tel métabolisme ont été résumées comme suit 

(Schlegel 1975): 

- Grande consommation du donneur primaire d'électrons 

comparativement au rendement cellulaire (par rapport à 

1'heterotrophic ). 

- Demande d'oxygène, en fonction du taux de croissance, élevée 

(par rapport à 1'heterotrophic). 

- Caractère non indispensable des voies cataboliques et du 

cycle tricarboxylique dont seuls IeB enzymeB participant à des 

voies biosynthétiques doivent être présentes. 

- Existence de mécanismes de régulation garantissant une 

répartition harmonieuse de l'énergie danB la cellule et 

protégeant les réactions endergoniques de biosynthèee d'une 

canalisation exclusive de l'ATP pour la fixation du COa. 

- Présence fréquente de systèmes dB membranes intracellulaires. 

Un consensus s'est établi autour de cette définition de Schlegel 

que nous prendrons donc comme base à notre discussion. 

La situation est moins claire en ce qui concerne le terme 

d'autotrophe obligatoire. Pour Matin (1978), les bactéries 

incapables de pousser danB un milieu organique sont désignées 

comme autotrophes obligatoires. Schlegel (1975) part du même 

principe qu'il précise: une bactérie lithoautotrophe obligatoire 

92 



ne peut paß se développer dans un milieu contenant uniquement des 

compoBés organiques comme source de carbone et d'énergie, ce qui 

ne signifie pas que des composés organiques ne puissent être 

incorporés dans la substance cellulaire. Rittenberg (1972) 

conteste la notion même d'autotrophie obligatoire. Pour lui, dans 

des conditions adéquates, le carbone organique peut être assimilé 

et remplacer le CO3. Il existerait donc des lithotrophes 

obligatoires maIB pas des autotrophss obligatoires, 

1.2. Causes de !'autotrophic obligatoire 

Avant de prendre position, voyons quelles sont les raisons qui 

peuvent, en théorie, mener à une stricte dépendance pour une 

source de carbone inorganique. 

a) Imperméabilité. 

Une absence totale de mécanismes d'entrée des composés organiques 

expliquerait la non croissance en conditions hétérotrophes. Des 

essaiB réalisés avec des traceurs radioisotopiques montrent que 

cette hypothèse est incorrecte. L'incorporation d'un ou plusieurs 

composés de la série : aspartate, acétate, glutamate, glutamine, 

serine, glucose a été démontrée chez Nltrosomonae europeae (Clark 

et Schmidt 1967); Thiobacillus neapolitanus (Kelly 1966, 1967); 

Citrobacter aqilis (Delwiche et Finstein 1965, Smith et Hoare 

1968); Thiobacillus thiooxydans (Butler et Umbreit 1966); 

Thiobacillus thioparus et T.neapolitanus (Johnson et Abraham 

1969) etc. 

Dans tous les cas, le taux d'incorporation du carbone organique 

est plus ou moins dépendant de la disponibilité concomitante du 

donneur d'électrons et donc d'une source d'énergie. 

C'est en se basant sur de telles expériences d'assimilation que 

Rittenberg ( 1972} invalide le terme d'autotrophe obligatoire, La 

proportion de carbone assimilé excède pourtant rarement 10 % 

(Smith et al. 1967, Matin 1976) et la dépendance de ces bactéries 

pour une source de carbone inorganique reste donc certaine. 
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Le fait que dea composés carbonéB puiBBent servir de source de 

carbone inorganique - quoique très partiellement - mais ne 

peuvent pas remplacer la source inorganique d'énergie amène à 

formuler une deuxième hypothèse: 

b) Equipement enzymatique déficient 

Smith et al. (1967) ont pu démontrer, chez de nombreux 

autotrophes obligatoires, l'abscence d'a-cétoglutarate 

déBhydrogénaee et/ou l'impossibilité d'utiliBer le NADH comme 

donneur d'électrons dans la chaîne respiratoire. Ce dernier point 

pourrait se justifier par le fait qu'une grande partie du NADH 

est formé par une "remontée" obligatoire de la chaîne 

respiratoire avec dépense notable d'énergie. 

La possibilité d'une telle oxydation dans dee extraits 

cellulaires de lithotrophes obligatoires a cependant pu être 

démontrée (Matin 1978J, on sait par ailleurs que chez les 

autotrophes facultatifs, la chaîne respiratoire fonctionne dans 

les deux sens. 

L'absence d'a-cétoglutarate déshydrogénase annulerait le rôle 

catabolique du cycle de Krebs tout en lui conservant Bon 

potentiel biosynthétique. On n'a pas détecté d'activité d'a-

cétoglutarate âéshydrogénaeâ chez de nombreux autotrophes 

obligatoires: Thiobaclllus thiooxydans, T.thioparus, 

T.neapplitanus, Nitrosolobua multiformis...(Whittenbury et Kelly 

1977). Une telle absence ne suffit toutefois pas à elle seule à 

impliquer une autotrophic obligatoire, des mécanismes alternatifs 

comme un cycle glyoxylate pouvant y pallier - cette combinaison 

métabolique a été rapportée chez un Chromatium (Trüper 1964) et 

postulée chez un Thiobaclllus thermophile (WilliamB et Hoare 

1972). De plus, il convient de se souvenir que chez plusieurs 

autotrophes facultatifs, cette enzyme est inductible et 

n'apparait qu'après culture en conditions hétérotrophes. Il 

faudrait donc cerner l'absence d'activité de l'a-cétoglutarate 

déshydrogénase autrement que par des tests d'activité effectués 

(et pour causel) sur des cultures autotropheB, p.ex. en utilisant 

des sondes moléculaires. 

94 



Il eet probable malgré tout que l'absence de cette enzyme puisse 

ponctuellement expliquer 1'autotrophic obligatoire, maie il ne 

s'agit pas là d'untmécanisme universel^-ry*J 

c) Inhibition par un substrat organique, autoinhibition. 

De nombreuses substances organiques inhibent la croissances des 

autotrophes obligatoires dans un domaine de concentration de 10-* 

à 10-3 M. (cette situation se trouve d'ailleurs chez d'autres 

groupes de bactéries). Une telle sensibilité exclut une 

imperméabilité totale aux substances organiques mais suggère que 

1'utilisation de ces composés va produire deB dérivés toxiques 

qui vont rapidement stopper la croissance, d'où le terme 

d1autoinhibition. L'utilisation du glucose par Thiobacillus 

thiooxidanB produit par exemple, dans le milieu, des cétoacides 

toxiques [pyruvate, oxaloacétateJ qui Btoppent la croissance. En 

éliminant COB cétoacides par dialyse, Borichewsky et Umbxeit 

(1966) rapportent qu'ils ont réussi à cultiver cette bactérie en 

conditions hétérotrophes. Utilisant ce même artifice. Pan et 

Umbreit (1972) ont également réussi à cultiver d'autres 

autotrophes obligatoires comme T.thioparus, T.neapolitanus, 

NitroBomonas europeae... en conditions hétérotrophes. 

Bien que ces résultats aient été critiqués (Matin 1978), ils ont 

le mérite de suggérer une nouvelle hypothèse: comme l'excrétion 

de metabolites est souvent le résultat d'un métabolisme non 

équilibré ou de mécanismes de contrôles défectueux, les 

observations faites en cultures dialysées pourraient être 

indicatives d'un défaut de régulation. 

Il est concevable qu'une combinaison de mécanismes de transport 

inefficaces et de faibles activités enzymatiques empêche une 

vitesse d'utilisation des composée organiques suffisamment rapide 

pour satisfaire les besoins énergétiques et biosynthétiques 

majeurs. L'énergie obtenue à partir de substrats organiques ne 

permet pas d'assurer le flux minimal d'énergie nécessaire à 

1'entretien de la cellule. LeB composés organiques peuvent tout 

au plus servir de source de carbone mais pas d'énergie. Cela 
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signifie que si un développement hétérotrophe n'est pas possible, 

une croissance mixotrophe n'est cependant pas exclue. 

1.3. Aspects écologiques 

Smith et Hoare (1968) proposaient de remplacer le terme 

d'autotrophs obligatoire par celui de spécialiste qui, quoique 

moins précis, a le mérite d'être très parlant sur le plan 

écologique. 

La présence de ces organismes dans un monde microbien où la 

versatilité est généralement considérée comme une des clés de la 

réussite peut paraitre paradoxale, d'où peut-être l'assertion de 

Rittenberg (1972) qui estime treß improbable un tel mécanisme. 

"considering... the nature of the environment it seems 

unlikely that an organism living in the midst of organic 

molecules would ignore these molecules and make them de 

novo from carbon dioxide". 

Si on ajoute que pour convertir en matériel cellulaire une mole 

de carbone provenant d'un hydrate de carbone il faut 2.9 mole 

d'ATP contre 7.9 si le carbone provient du COa (Hempfling et 

vishniac 1967), on aurait tendance à abonder dans ce sens ou du 

moins à imaginer que les autotrophes obligatoires ne peuvent se 

trouver que dans les rares milieux fortement limités en matière 

organique mais riches en énergie. 

Il est cependant certain que la distribution des autotrophes 

obligatoires ne se résume pas aux milieux dépourvus de carbone 

organique et, même ai on peut alléguer l'existence de 

microenvironnements, il faut considérer que les autotrophsE 

obligatoires sont à même de soutenir la compétition avec des 

microorganismes versatiles (Beudecker et al. 1982, Kuenen et 

Gottschal 1982, Kuenen et Robertson 1984). 
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Pour Whittenbury et Kelly (1977) l'autotrophe a deux choix pour 

assurer Ba survie: ou bien il est autotrophs obligatoire et dans 

ce caB il n'entre pas en compétition avec les hétérotrophes pour 

l'acquisition de carbone organique; ou alors il est capable de 

rivaliser avec IeB hétérotrophes quand il abandonne Bon mode de 

vie autotrophe avec de façon concomitante une répression des 

enzymes de l'autotrophie. Ce raisonnement laisse malheureusement 

de côté le problème épineux de la mixotrophie qui au niveau 

écologique apparaît d'une importance primordiale. 

Une clé est peut-être fournie par les expériences de Kuenen et 

Robertson (1984) que l'on peut résumer comme suit. Soit trois 

bactéries: 

- ThiobacllluB neapolitanua autotrophe strict, spécialiste 

- Spirillum G7 hétérotrophe, spécialiste 

"" T. versutus A2 autotrophe facultatif, versatile 

Les devenirs de la compétition sont IeB suivants: 

Quand le substrat n'est pas limitant ou qu'il est fourni en 

permanence, la souche mixotrophe est éliminée car le spécialiste 

a, sur son substrat spécifique, un taux de croissance plus élevé. 

Quand des concentrations limitantes d'un mélange des deux 

substrats sont disponibles, la souche mixotrophe domine à 

condition que IeB disponibilités en composés organiques et 

inorganiques soient du même ordre de magnitude, mais si un des 

substrats est en excès, le spécialiste est favorisé." 

La coexistence de toutes les espèces est possible et dépend du 

rapport entre sources d'énergie organique et inorganique. 

Quand les concentrations en substrats fluctuent au cours du 

tempe, l'évolution de la compétition dépend de la composition des 

apports slternatifs; dans ce cas là, le succès du spécialiste 

réside dans sa plus grande réactivité (Beudecker et al. 1982) et 
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ce n'est que dariB des conditions favorables à une croissance 

mixotrophe que le spécialiste peut être dominé. 

Il ressort de cette expérience que le spécialiste n'est pas si 

handicapé que cela sur le plan écologique. En fait, les bactériee 

autotrophsa obligatoires sont des ouvriers spécialisés, ils 

coûtent cher, mais dans certains cas, leur engagement est 

préférable à celui d'hommes à tout faire! 

1.4. Le cas deB Hydroqenobacter 

La dernière monographie parue sur les hydrogénobacteries (Aragno 

et Schlegel 1981) posait comme un fait bien établi l'absence 

d'autotrophes obligatoires dans ce groupe. 

Les travaux effectués sur le genre Hydroqenobacter nous amènent à 

réviser ce jugement; comme tous les autres groupes de bactéries 

lithoautotrophes, les hydrogénobacteries ont leurs spécialistes. 

Les évidences d'une autotrophic obligatoire chez les 

Hydroqenobacter sont IeB suivantes; 

- Pas de croissance en conditions hétérotropheB. 

- Absence des enzymes clés du métabolisme des hydrates de 

carbone : pyruvate kinase, 6-phosphogluconate déshydrase, 2-

céto-3-déeoxy-6-phosphogluconate aldolase (Shiba et al. 1982). 

- Absence d'a-cétoglutarate déshydrogénase. 

Shiba et al. (1984) ont en outre démontré que la plupart des 

composés organiques n'étaient que très faiblement oxydés par des 

extraits cellulaires et ne pouvaient être incorporés qu'en 

présence d'une source d'énergie, en l'occurence l'hydrogène. 

Mous retrouvons donc les caractéristiques communes aux 

autotrophes obligatoires: assimilation limitée et conditionnelle 
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n . . 1 . 

de substances organiques lesquelles ne sont que très faiblement 

oxydées; croissance hétérotrophe impossible; équipement 

enzymatique déficient * •> .½* 

Il est toujours difficile de prouver l'absence d'un métabolisme 

et si toutes les caractéristiques énumérées ci-dessus constituent 

des preuves nécessaires, ellsB ne suffisent pas à démontrer de 

manière absolue l'incapacité totale des Hydroqenobacter à 

métaboliser des composés organiques. Il faut se souvenir que 

toutes les activités sus-mentionnées ont été testées en 

conditions autotrophes et donc que les résultats obtenus peuvent 

tout aussi bien prouver leur caractère inductible que leur 

inexistence. De même, il faudrait répéter les essais de 

croissance hétérotrophe dans de nombreuses conditions avant de 

pouvoir certifier que celle-ci est impossible (presßion en 

oxygène réduite, présence concomitante de composés réduits du 

soufre ou d'hydrogène, etc.). Ce qui nous incite à une prudence 

exesBive dans le cas des Hydroqenobacter est l'existence d'une 

souche visiblement incluse dans ce groupe, mais capable de se 

développer en conditions hétérotropheB (voir chapitre VA, point 

16) . 

Ces réserves émises, nous pouvons cependant, au vu des résultats 

aquis à ce jour, considérer les Hydroqenobacter comme les seules 

hydrogénobactérles lithoautotrophes obligatoires isolées à ce 

jour. 

1.5. Le cas de MF3, souche facultativement autotrophe 

En 1982, Savel'eva et al. ont décrit une hydrogénobactérie 

autotrophe facultative ayant un pourcentage G + C de 41 % et un 

optimum de température de 76*C. Cette souche, 2-809, a ensuite 

été considérée comme contaminée et écartée (Zavarzin, 

communication personnelle). Les recherches se sont alors 

focalisées sur la description de souches voisines, autotrophes 

obligatoires, ce qui devait permettre d'aboutir à la description 

du genre Calderobacterium (Kryukov et al. 1983). 
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Les preuves de la contamination de la aouche 2-809 ne sont pas 

claires et on ne peut que regretter la disparition d'une Bouche 

qu'il aurait été si intéressant de comparer avec MF3. 

En nous basant sur les données de la littérature (Savel'eva et 

al. 1982), nous avons établi un tableau compararif de ces deux 

souches (Tableau 22). Il ressort de ces données que la seule 

différence importante entre ces souches est 1'utilisation des 

sucres par MF3 alorB que 2-809 en semble incapable. A notre avis, 

le poids de cette différence doit être relativisé. En effet, lors 

des premiers eßsaie, MF3 était elle aussi incapable de 

métaboliser les sucreB. Nous avons ensuite mis en évidence que 

cela était néanmoins possible, à condition de travailler en 

conditions microaérophiles. Ce n'est qu'après plus d'une année 

d'expérimentation que la croiBBance avec des sucres, en 

conditions aérobies, s.'est révélée positive. Il est d'ailleurs 

fréquent que les souches cultivées présentent initialement de 

telles variations, la stabilisation des propriétés se faisant une 

foie que la bactérie s'est adaptée de façon optimale à la culture 

en laboratoire. 

Nous ignorons si de telles répétitions des essais de croissance 

en conditions hétérotrophes ont été effectuée avec la souche Z-

809. 

Les autres différences sont de moindre importance, surtout si 

l'on songe que les expériences ont été réalisées dans des 

conditions dissemblables. 

L'existence de la souche Z-609, même si sa position taxonomique 

exacte n'a pu être établie, tendrait à confirmer que l'on trouve 

des bactéries facultativement autotropheB à l'intérieur d'un 

groupe d'autotrophes obligatoires. Deux questions s'imposent 

alors : 

- Où réside la différence? 
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- Pourquoi isole-t-on Bi rarement des Hydrogenobacter autotrophes 

facultatifs? •**-;*.,* > ' '.^i?*. 

Nous avons vu précédemment les différentes causes possibles de 

l'autotrophie obligatoire; il s'agit maintenant de faire un 

raisonnement inverse et de chercher queIB sont les changements 

minimaux requis pour abolir cette incapacité à métaboliser des 

composés organiques. Mous avions évoqué trois causes principales 

à l'autotrophie obligatoire: l'absence de permeases, I'absence 

d'a-cétoglutarate déshydrogénase et des défauts de régulation 

avec, en corrélation, des problèmes d'autoinhibition. 

Examinons maintenant les possibilités de réversion spécifiques à 

chaque cas. 

- HF3 pourrait posséder des permeases manquant aux autres 

Hydrogenobacter. Outre le fait que l'absence de permeases 

constitue une mauvaise explication de l'autotrophie 

obligatoire, il faudrait postuler que, vu le large éventail de 

composés organiques métabolisableB (Tableau 22), MF3 possède 

plusieurs enzymes supplémentaires relativement aux autres 

souches du mime groupe. Nous allons là à 1'encontre du 

changement minimal requie. 

- KF3 posséderait une cc-cétoglutarate déshydrogénase. 

L'absence d'une activité a-cétoglutarate déshydrogénase a été 

établie chez les Hydrogenobacter cultivés en conditions 

autotropheB. Nous ne pouvons donc pas exclure que les gènes 

codant pour cette enzyme soient présents, mais que celle-ci ne 

puisse être induite dans les conditions de culture choisies, 

que cela soit en conditions autotrophes (pas d'activité) ou 

hétérotrophes (pas de croissance). On peut supposer une 

répression de l'a- cétoglutarate déshydrogénase liée au milieu 

(absence d'un cofacteur, concentration critique d'un composant, 

répression par l'hydrogène) ou aux conditions d'incubation 

(température, pression partielle en oxygène). Il suffit alors 

de postuler que la souche HF3 possède un système de régulation 

légèrement différent, soit dans son mécanisme, soit dans sa 

sensibilité pour expliquer son autotrophie facultative. 
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Il eGt évident qu'un tel schéma hautement spéculatif demande à 

des confirmations expérimentales, à commencer par la miBe en 

évidence de l'activité de cette enzyme chez des cellules de MF3 

cultivées en conditions hétérotrophes. 

C'est ce que nous avons tenté de faire en mesurant l'activité 

de l'a-cétoglutarate déshydrogénase sur deB cellules cultivées 

d'une part en conditions autotrophes, d'autre part en 

conditions hétérotrophes avec le butyrate comme source de 

carbone. Dans les conditions expérimentales choisies, nous 

n'avons pas réussi à mettre en évidence cette activité 

enzymatigue. Nous pensons néanmoins que ce test devrait être 

répété dans d'autres conditions avant de se prononcer 

définitivement Bur ce point. 

- KF3 posséderait un système de régulation différent. 

NOUB rejoignons là l'hypothèse ci-dessus en l'appliquant 

éventuellement à d'autres enzymes. 

La seconde question soulève un problème plus délicat. Il reeeort 

clairement deB différents travaux sur le genre Hydroqenobacter 

que 1'on isole rarement des autotrophee facultatifs appartenant à 

ce groupe. 11 conviendrait donc de chercher des conditions 

d'isolement qui privilégieraient IBB autotrophes facultatifs. On 

peut p.ex. imaginer un enrichissemet se faisant - au moins 

partiellement - en conditions hétérotrophes. Il eBt peut-être 

également possible de jouer sur une autre caractéristique des 

autotrophes facultatifs: leur tolérance accrue à l'oxygène. Sn 

effet, les souches 2-809 et MF3 sont IeB Beules à avoir pu être 

purifiées par étalement- sur milieu solide. Il est loisible de 

supposer que les souches qui, pour une raison ou pour une autre 

(écologie, régulation...), sont moins sensibles à la pression 

partielle en oxygène sont à même de Be développer sur milieu 

solide (quelles que eoient les conditions de culture, voir ce 

chapitre, point 4 et chapitre VA, point 8). Il semble que ces 

mêmes souches Bont celles capables d'un développement 

hétérotrophe. 
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Il conviendrait donc de faire dea recherches plus systématiques 

dans des milieux où la concentration en oxygène est pluB élevée 

que celle mesurée danB les milieux habituellement investiguéa, 

p.ex. température inférieure, aération optimale etc Pour 

affiner, les enrichissements devraient être effectués 

alternativement en conditions auto et hétérotrophes. 

Remarquons que MF3 a été isolée d'un milieu beaucoup plus riche 

en oxygène que les autres Hydroqenobacter puisque obtenue à 

partir de cendres volcaniques parcourues par des fumerolles. 

D'autres possibilités peuvent certainement être évoquées, mais 

nous devons en tous cas écarter celle d'une pression sélective 

viBant à 1'utilisation des substances carbonées présentes dans le 

milieu puisque le sol d'où a été isolé MFS ne contenait que 0.025 

\ de matière organique I 

1.6. Existence d'autres hvdrpgénobactéries autotrophsB 

obligatoires 

Comme nous l'avons déjà souligné & plusieurs reprises, les 

Hydroqenobacter sont les seuleB hydrogénobactéries autotrophes 

obligatoires isolées à ce jour. Ce sont aussi les seules 

hydrogénobactéries non sporulantes valablement décrites iBolées 

de milieux géothermaux. Y a-t-il là une relation de cause à effet 

et Bi oui, de quelle nature? 

LeB trois paramètres les plus importants caractérisant IeB 

milieux géothermaux sont: l'abondance en hydrogène, la faible 

teneur en matière organique et les hautes températures. De quelle 

manière ces facteure peuvent-ils contribuer & l'isolement 

d'autotrophes obligatoires? 

- Abondance en hydrogène. 

Dans la plupart des milieux naturels, l'hydrogène n'est présent 

qu'en concentration très faible et intermittente, il parait 

utopique de chercher dans de tels milieux des bactéries dont la 
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survie serait obligatoirement liée à la présence aléatoire d'un 

tel composé. Dans IeB milieux géothernaux au contraire, 

l'hydrogène est un composant permanent et relativement 

abondant. Dans de telles conditions, une lithotrophie 

obligatoire basée sur l'hydrogène est plausible voire probable. 

Si l'on reconsidère l'expérience de compétition, déjà décrite, 

réalisée par Kuenen et Robertson (1984) entre: un autotrophe 

obligatoire, un mixotrophe et un hétérotrophe obligatoire, on 

comprend mieux pourquoi aucun des isolements réalisés jusque 

là n'avait permis l'isolement d'un spécialiste, Le maintien 

de celui-ci implique en effet un apport minimal de son 

subBtrat de prédilection (point 1.3), apport qui est loin 

d'être effectif dans IeB milieux généralement étudiés. Il nous 

semble donc que l'apport régulier d'hydrogène dans les milieux 

géothermaux constitue une des clés de l'isolement d'Hz-

lithotrophes obligatoires. 

- Pauvreté en matière organique 

Il parait peu vraisemblable d'isoler des autotropheG 

obligatoires de milieux où le carbone organique 8Bt abondant. 

Il n'est cependant pas néceeeaire que la matière organique soit 

totalement absente pour que deB lithotrophes obligatoires 

soient compétitifs. Kuenen et Robertson (1984) ont montré que 

si la concentration en substrat inorganique excède largement 

celle du substrat organique, un autotrophe obligatoire peut 

fort bien se maintenir. C'est également le cas si la matière 

organique n'est présente que de façon transitoire. 

- Hautes températures 

Il ne Bemble pas y avoir à priori de relation entre la 

température et 1'autotrophie obligatoire; cependant, il faut 

peut-être considérer le problème sous un angle évolutif. 

Si l'on envisage que la vie est apparue dans un environnement à 

haute température (voir chapitre II), alors les environnements 

géothermaux constituent dea milieux privilégiés perpétuant dee 

conditions existant depuis fort longtemps. On pourrait donc 
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trouver äana ces milieux des organismes ayant conservé des 

caractères phénotypiqueB primitifs, survivant dans ces niches-

là, mais incapables de Be(maintenir dans-dee milieux où la 

compétition est plus ouverte. La question de savoir si 

l'autotrophie obligatoire constitue un caractère primitif reste 

ouverte. 

NOUB reparlerons de l'aspect évolutif de l'autotrophie 

obligatoire sous le point 5. de ce chapitre. 

Nous avons donc vu que si l'on veut isoler d'autreB 

hydrogénobactéries obligatoirement autotrophes, il faut les 

chercher dans des milieux riches en hydrogène, mais peut-être 

aussi dans des milieux présentant des conditions extrêmes - pas 

nécessairement des températures élevées - permettant aux 

bactériee ayant ce type de métabolisme de se développer à l'abri 

des pressions de sélection. 

2. La fixation du COa 

Plusieurs genres de bactérieB, ainsi que les plantée vertes, Bont 

capables de se développer autotrophiquement en fixant le CO2 par 

le cycle de Calvin. La présence de ce cycle, appelé aussi cycle 

réductif dee pentoses phosphates, chez tous les autotropheB 

initialement testés laissait supposer qu'il s'agissait là d'un 

mécanisme universel. La capacité à fixer le COa paraissait être 

apparue une seule fois au cours de l'évolution et selon un 

mécanisme unique. 

La découverte de nouvelles bactéries, l'investigation plus 

systématique des voies de fixation du COa ont amené à reviser 

cette idée. On connaît bien maintenant au moins deux autres voies 

de fixation: la voie de l'acétyl CoA et le cycle réductif de 

1'acide citrique. 
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2.1. Les troia voies de fixation du CQ3 

Rappelons tout d'abord rapidement le principe du cycle le plus 

connu, le cycle de Calvin. 

2.1.1. Le cycle de Calvin 

Ce cycle peut schématiquement se décomposer en trois phases: 

- Fixation du COa 

La fixation du COa sur un ribulose bisphoBphate donne deux 

acides phosphoglycériques; cette étape est catalysée par la 

ribulose 1,5 biBphosphate carboxylase, enzyme clé de cette voie 

métabolique. 

- Réductions 

L'acide phosphoglycérique va être réduit en glycéraldéhyde-3-

phosphate, le CO3 est ainsi ramené au niveau d'oxydation des 

principaux constituants cellulaires. 

- Régénération de l'accepteur 

Empruntant les réactions de la néoglucogénèse et, à quelques 

nuances prèB, celles de la voie des pentoses phophatas, les 

molécule B de glycéraldéhydes 3 P vont être converties en 

ribulose 5F qui sera phosphorylé en ribulose 1,5 bisphoBphate 

par la seconde enzyme typique du cycle, la phosphoribulokinaBe. 

La mise en évidence du cycle passe par la mesure de l'activité de 

ses deux enzymes cleß. 

2.1.2. La voie de !'acetyl CoA 

La voie la plus directe concevable permettant de fixer le CO2 

consiste à lier deux molécules de carbone ensemble pour obtenir 

un composé en Cz puis de polymériser ces composée ou d'y ajouter 

séquentiellement de nouvelles unités en Ci. Un tel mécanisme 
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existe, il implique la réduction d'un COa en un groupe méthyle 

pule ea combinaison avec une Beconde molécule de COa et un 

coenzyme A pour former un acetyl CoA. L'acëtyl CoA eBt carboxylé 

en pyruvate puis en oxaloacetate gui emprunte le cycle de Krebs à 

"1'envers" jusqu'au stade de 1'a-cétoglutarate. 

Wood et al. (1986a) ont proposé de nommer ce procèssue vole de 

1'acetyl CoA, notons qu'il ne s'agit pas d'un cyclel 

L'enzyme clé de cette voie est une monoxyde de carbone 

déshydrogénase. Cette enzyme catalyse la réduction réversible du 

COa en CO qui forme le groupement carbonyle de l'acétate. En 

combinaison avec d'autres enzymes, elle catalyse ausei 1'addition 

des groupes méthyle et carbonyle pour former un résidu acétyle 

activé qui formera ultérieurement un acetyl CoA. 

Il conviendrait de nommer cette enzyme différemment pour la 

différencier de son homonyme présente dans les organismes 

aérobies et qui sert à convertir le CO en CO3. Wood et al. 

(1986b) ont proposé le terme d'acetyl CoA synthase. 

Cette voie permet la fixation du COa chez les bactéries 

acétogènes et méthanogènes ainsi que chez la plupart des 

suifatoréductrices. HoIo et Sirevag {198 6) ont récemment présenté 

dea évidences suggérant que Chloroflexue aurantiacus utiliserait 

également cette voie. 

Une variante de cette voie est utilisée par un sous-groupe de 

bactéries acétogènes, il s'agit de la voie glycine synthase / 

glycine reductase qui implique la condensation de deux unités Ci 

en glycine, réduite ensuite en acétate (Fuchs 1986). 

Outre la possibilité de fixation autotrophs du COa, cette voie 

remplit encore de nombreux rôles comme p.ex. synthèse d'acétate 

chez les acétogènes, partition de l'acétate en COa et Ha dans le 

métabolisme énergétique des bactéries méthanogènes (Fuchs 1986). 
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2.1.3. Cycle réductif de l'acide citrique 

Une deuxième alternative au cycle de Calvin a été récemment 

décrite chez les Chlorobiaceae. 

Ce cycle décrit en détail chez Chlorobium limicola (EvanB et al. 

1966, FuchB et al. 198Oa,b) comporte quatre étapes de fixation du 

COa permettant la carboxylation de: !'acetyl CoA en pyruvate; du 

phoBphoénolpyruvate en oxaloacétate; du succinyl CoA en a-

cétoglutarate et de l'çt-cétoglutarate en citrate. 

Les deux enzymes typiques de ce cycle (appelé aussi cycle 

tricarboxylique inversé) sont: 1'a-cétoglutarate synthase, 

catalysant la carboxylation du succinyl CoA, et une ATP citrate 

lyase Bcindant le citrate en acetyl CoA et oxaloacétate. Une 

variante de ce cycle a également été décrite chez Sulfolobue 

brierleyi1 (Kandier et Stetter 19Bl). 

Chez Desulfobacter hydrogenophilus, anaerobe strict, capable de 

se développer avec CO3 , Ha et sulfate comme seules Boureee de 

carbone et d'énergie, le COa est également fixé par un cycle 

citrique réductif (Schauder et al. 1987). D'autres 

suifatoreducteurs comme DeBulfovibrio baarsi fixent par contre le 

COa par la voie de l'acétyl CoA (Jansen et al. 1984, 1985). 

La comparaison du bilan énergétique de ces trois modes de 

fixation montre que le cycle de Calvin est le plus exigeant en 

énergie: 9 ATP / CO3 fixé alors qu'il faut 5 ATP pour fixer un 

COa par la cycle réductif de l'acide citrique et probablement 3 

seulement dans celui de l'acétyl CoA (Schlegel 1986). 

1 Segerer et al. (1986) ont proposé de reclasser Sulfolobue 

brierleyi danB le nouveau genre Acidianus eu égard à son 

métabolisme bivalent du soufre (oxydation en conditions aérobies, 

réduction en conditions anaérobles). 
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Evolutivement, c'est donc le cycle le plue "cher" qui semble 

avoir été privilégié, maiB le Buccèa d'un métabolisme n'est 

certainement pas liéfuniquement à eon^rendement énergétique et 

d'autres facteurB - comme seB possibilités de régulation ou Bon 

intégration dans l'anabolismo - doivent certainement entrer en 

ligne de compte. 

2.2. Fixation du CQ3 chez les Hydroqenobacter 

Noue venons de voir que des alternatives au cycle de Calvin se 

trouvent chez de nombreuses bactéries. Mis à part le cas encore 

incertain de ChloroflexuB aurantiacus (HoIo et Sirevag 1986), 

toutes ces bactéries sont anaérobies ou appartiennent aux 

Archéobactéries. 

Les résultats des tests enzymatiques effectués chez les 

Hydroqenobacter sont cependant eanB équivoque et indiquent 

clairement qu'il n'y a pas de cycle de Calvin chez ces 

Eubactéries aérobies. Nous discuterons les implications 

évolutives de cette caractéristique BOUB le point 5. 

Une foiB l'absence de cycle de Calvin démontrée, il convenait de 

chercher quel était le chemin permettant à ces bactéries de fixer 

le COa. 

Les travaux de Shiba et al. [1962, 1964, 1965) sur deB souches 

d'Hydroganobacter thermophilus permettent d'affirmer que ceB 

bactéries fixent le COa par un chemin très semblable à celui de 

Chlorobium limicola, soit par le cycle réductif de l'acide 

citrique. Quoique nous n'ayons pas répété ces teBts sur les 

autres groupes d'Hydrogenobacter, il parait raisonnable de 

Bupposer que tous IeB Hydroganobacter utiliBent le même mécanisme 

de fixation. 

Les évidences pour le fonctionnement d'un cycle tricarboxylique 

invereé sont principalement: 
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- La présence des deux enzymeB clés de cette voie, 1'ATP citrate 

lyase et l'a-cétoglutarate synthetase. 

- Le marquage rapide de composés liés au cycle tricarboxylique 

lore d'incubation avec du **C03. 

Les détails de ce cycle sont donnés dans la Figure 17. 

3. Le métabolime des composés réduitB du Boufre 

LeB bactéries capables d'oxyder les composés réduits du Boufre en 

conditions aérobies sont nombreuses et peuvent être classéeB en 

plusieurs groupes en fonction de leurs différentes 

caractéristiques physiologiques à savoir: 

- Les Thiobaclllus chimiolithotropheB obligatoires, capables 

de tirer leur énergie de 1'oxydation des composés réduits du 

soufre (Smith et Hoare 1977, Matin 1978). 

- Les Thiobaclllus chimiolithotrophes facultatifs qui, en plus 

des composés réduitB du soufre, peuvent utiliser des composés 

organiques comme source d'énergie. L'oxydation simultanée des 

deux types de substrats est possible permettant ainsi une 

croissance mixotrophe (Matin 1978, Gottschal et Kuenen 19BOa, 

Smith et al. 1980). 'Il faut inclure dans ce groupe IeB 

hydrogénobactéries capables d'utiliser le thioBulfate comme 

source d'énergie (Friedrich et Mitrenga 1981). 

- Les bactéries lithohétérotrophes qui peuvent tirer parti de 

l'oxydation de composés réduits du soufre sans pour autant être 

à même de se développer en conditions autotrophes, p.ex. 

Thiobaclllus perometaboliB (Tuttle et Jannasch 1972, Gottschal 

et Kuenen 198Ob). 

- Les bactéries phototrophes qui peuvent pousser 

chimiolithotxophiquement à 1'obscurité avec lee composés 

réduits du soufre (Kämpf et Pfenning 1980). 
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Ce sont Burtout IeB travaux de Friedriech et Mitrenga (19Bl) qui 

ont retenu notre attention; si dea hydrogénobactérieB étaient 

capables d'oxyder le-thiosulfate, cela valait la peine de 

vérifier l'existence de cette propriété chez les Hydrogenobacter 

pour qui elle s'avérait doublement interessante: d'un point de 

vue physiologique, en offrant à ces bactéries strictement 

lithotrophes une source d'énergie et d'électrons autre que 

l'hydrogène et à un niveau écologique. Ce type de métabolisme 

refléterait une adéquation au milieu naturel puisque, nous 

1'avons dit, les milieux géothermaux sont riches en composés 

soufrés, principalement en sulfures et en soufre élémentaire 

(voir chapitre IV). 

Les différentes expériences décrites sous le point 14 du chapitre 

VA nous ont permis de vérifier la réalité de l'utilisation du 

thiosulfate par les Hydrogenobacter, soit seul, soit en 

conjonction avec l'hydrogène. 

3.i. Mécanisme d'oxydation du thiosulfate 

Le mécanisme exact de l'oxydation du thiosulfate n'est pas 

entièrement élucidé. Chez IeB Thiobacillus, le schéma proposi 

dans les années 'SO est le suivant : 

-S-SCP-

U) 

SO3*- Sa­

fe) 

2 S 0 a a - SO3
3-

C) 2 x 2 e- d) 

2 SO*=-
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a ) Le clivage du thioeulfate fait intervenir, soit une 

thioeulfate reductase produisant ainsi un Bulfure et un Bulfite, 

soit une rhodanèee couplée à un accepteur - probablement l'acide 

lipoïque réduit {Silver et Kelly 1976) - et produisant alors un 

sulfite et une forme très réactive de soufre hydrophile. Dans les 

deux cas, cette étape consomme de l'énergie, mais le fait que les 

rendements de croissance avec le thiosulfate ou avec des sulfures 

soient sensiblement égaux semble indiquer que cette consommation 

d'énergie n'est pas très élevée (Timmer-ten-Hoor 1976). 

b) L'oxydation des sulfures en sulfite se fait par une sulfite 

reductase . 

S2- + 3 H2O — > S03
a- + 6 H- * 6 e-

c) L'oxydation du Bulfite en sulfate nécessite la formation d'un 

composé phophaté, l'adénosine phosphosulfate (APS) (Peck 1960, 

Peck et Stulberg 1962) . 

2 SOs3- * 2 AMP ) 2 APS • 4e- APS reductase 

2 APS + 2 Pi » 2 ADP + 2 SO*3- Sulfate adényltraneférase 

2 ADP — ^ ATP + AMP Adenylate kinase 

2 SO3 = - + AMP > 2 SO*3- + ATP * 4 e~ 

On a là une réaction inverse à celle utilisée par les 

suifatoréductrices pour transformer les sulfates en sulfites, 

avec notamment une phosphorylation au niveau du substrat. 

Charles et Suzuki C1966a,b) ont mis en évidence un autre 

mécanisme possible : 

SOa3- + 2 cyt c Fe3- + H3O » S0*a- + 2 cyt C Fea- * 2H-
SuIfite oxydase 

2 cyt c Fe3- + 1/2 O3 + 2 H > 2 cyt c Fe'- * H2O 
Cytochrome oxydase 
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APS reductase et cyt c oxydase ayant pu être mises en évidence 

chez ae nombreux Thiobacillue (Kelly 1982), il est difficile de 

savoir quel est le mécanisme prédominant. 

d) Les électrons entrent dans la chaîne respiratoire au niveau 

des cyt c pour les thiobacilles aérobies, il y donc un seul site 

de couplage ATP possible. Chez Thiobacillus denltrificans, les 

électrons entrent au niveau deB cyt b ou de flavoprotéines, on 

aura donc 2 ATP formés par paire d'électrons transportés. Le NAD-

est réduit par un flux inversé d'électrons nécessitant un apport 

d'énergie. 

L'importance deB polythionates pour l'oxydation du thiosulfate, 

suggérée par London et Rittenberg [1964), est actuellement 

contestée. Même B'il y a formation de polythionateB, ceux-ci ne 

peuvent être métabolisés qu'après des réactions de acisBion et 

ils ne sont pas nécessairement des substrats ou des produitB de 

tous les thiobacilles (Kelly 19B2). 

Chez les bactéries photosynthétiques BulfureuseB, l'oxydation du 

thioBulfate pasee aussi par un clivage de cette molécule ce qui 

se traduit souvent par l'accumulation de soufre élémentaire, soit 

intracellulairement (Chromatiacées), eoit extracellulairement 

(Chlorobiacées) . 

3.2. L'oxydation du thiosulfate chez lea Hydrogenobacter 

L'oxydation, couplée à la photosynthèse, du thioBuifate chez 

Chromatium souche D a un caractère biphasique (Trüdinger 1969). 

Dans la phase initiale, rapide, environ la moitié du soufre du 

thioBulfate est convertie en Bulfate qui provient principalement 

du groupement sulfonyle. Le eoufre accumulé intracellulairement 

pendant cette phase initiale est oxydé subeéquemment en sulfate 

d'une manière moins rapide. 
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A quelques détails près, la situation chez les Hydrogenobacter 

semble Bimilaire, c'est à dire oxydation biphasique du 

thioBulfate avec, dans une première phase, accumulation 

extracellulaire du soufre puiB, une fois le thiosulfate épuisé, 

oxydation de ce soufre. Contrairement à ce qu'on obeeve chez 

Chromatium cette seconde phase est également très rapide. 

Le mécanisme de cette oxydation biphasique n'a pas été élucidé. 

Il est probable que, danB une première phase, on ait la réaction 

suivante : 

SaO3 = - • HaO » So * S0*a" * 2 e~ * 2 H-

Chez ParacoccuB denitrifleans, l'oxydation du thiosulfate BS fait 

apparemment en une Beule étape, sans accumulation transitoire da 

soufre (Friedrich et Mitrenga 1981). 

3.2. 1. Estimation du rendement de croisaance 

Une estimation précise du rendement de croissance n'est pas 

posBible, la présence de soufre dans la suspension cellulaire 

interférant avec l'estimation du poids sec et la détermination de 

la teneur en protéines. De plus, il faudrait exprimer des 

rendements partiels pour chacune des deux phases de croissance or 

la deuxième phase est incomplète suite au dépôt d'une partie du 

soufre sur IeB parois du fermenteur. néanmoins, on peut 

grossièrement estimer que le rendement global de croissance est 

supérieur à 10 g/mole thiosulfate. Un tel rendement de croissance 

se rapproche des valeurs mesurées chez Thiobaclllus denitrificans 

(Tableau 23); Bans trop vouloir s'avancer, on peut donc supposer 

que IeB electrons sont cédée au niveau des cyt b (ou dsB 

£lavoprotéines) ce qui distinguerait les Hydrogenobacter des 

ThiobacilluB aérobies. 
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3.2.2. Variation du taux de croissance 

L'augmentation du taux de croissance au cours du temps, quand le 

thiosulfate est la seule Bouree d'energìe, peut-être expliqué de 

plusieurs manières différentes: 

- Inhibition par le donneur d'électrons. 

- Sélection d'un mutant. 

- Sensibilité à la concentration en oxygène. 

La première hypothèse peut être écartée en considérant que cette 

phase d'accélératon a presque disparu dans le cas de la 

croissance mixolithotrophe {Fig.15). 

La sélection d'un mutant est également peu probable puisque en 

faisant deux cultures successives avec le thiosulfate comme 

source d'énergie et en utilisant comme inoculum pour la seconde 

de ces cultures une aliquote de la première, on observe dans les 

deux cas ce phénomène d'accélération. 

Reste donc la sensibilité à l'oxygène! 

On observe que, si la croissance est inhibée en fermenteur avec 

une phase gazeuse contenant 5 % d'oxygène et une agitaion 

minimale, la même concentration n'est pas inhibitrice en flacons 

non agités. Cette première preuve de la sensibilité à l'oxygène 

est corroborée par les résultats obtenus lors de la croissance en 

conditions mixolithotrophes. L'apport d'hydrogène comme source 

d'électrons et d'énergie supplémentaire augmente le taux de 

respiration et abaisse par conséquent la concentration 

intracellulaire d'oxygène. Dans ces conditions, le taux maximal 

de croissance peut être atteint plus rapidement, la concentration 

d'oxygène dans la phase gazeuse perd une partie de son pouvoir 

inhibiteur. 

115 



Considérant ce résultat, il est intéressant de relever les 

observations faites pour la croissance avec thiosulfate de deux 

ThiobacilluB thermophiles. Williams et Hoare (1972) rapportent 

que la croissance avec thiOBulfate d'un Thiobacillus thermophile 

isolé de Yellowstone est faible et s'arrête alors qu'à peine plus 

de la moitié du thioGulfate initialement présent est consommé. 

Pourtant, les suspensions cellulaires de cette même bactérie sont 

capables d'une oxydation totale! Une diminution des 

concentrations en thiosulfate ou en phosphate, une modification 

du milieu minéral ou une aération continue avec de l'air enrichi 

en COa n'améliorent pas les choses. Par contre, en présence d'une 

faible quantité de substrat organique {20 mM acétate), 

l'oxydation est complète. On peut concevoir que cet apport de 

matière organique, en permettant une croissance mixotrophe, 

diminue la sensibilité à l'oxygène; l'acétate excercerait donc un 

rôle "protecteur" identique à celui de 1'hydrogène dans le cas 

dee Hydrogenobacter. 

Un autre ThiobacilluB thermophile, T.thermophilica, présente le 

même phénomène d'oxydation incomplète du thiOBulfate (Egorova et 

Deryugina 1963). Il Berait certainement instructif de cultiver 

ces deux Bouches avec des pressions partielles d'oxygène 

réduites. 

La BenBibilité à l'oxygène est un phénomène courant chez IBB 

thermophiles, noue 1'évoquerons plus en détail au point 4. 

3.2,3. Mixolithotrophie 

L'utilisation de l'hydrogène et du thiosulfate est simultanée, la 

croissance dans ces conditions est plus rapide qu'avec 

l'hydrogène seul (Tableau 18). Il y a donc expression 

concomitante des deux types de métabolisme s. 

Dans un milieu où l'hydrogène et les composés réduits du soufre 

sont présents de façon constante, cette possibilité de "jouer sur 

les deux tableaux" doit représenter un avantage sélectif certain 
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et traduit l'adaptation optimale de la bactérie à son milieu. 

Il serait intéressant de chercher à savoir si toutes les 

hydrogénobactéries isolées dans de tels milieux sont en même 

temps des sulfooxydantes et, inversement, si les bactéries 

isolées comme sulfooxydantes sont capables de se développer en 

conditions hydrogénotrophes (voir chapitre VII). 

4. Relations avec l'oxygène 

Plusieurs dérivés de l'oxygène, comme le peroxyde d'oxygène, 

1'anion superoxyde ou le radical hydroxyle, sont toxiques pour 

les cellules qui ont dû mettre au point des systèmes de 

detoxification. Les enzymes utilisées denB ce but sont des 

superoxyde dismutaBCB, des catalases et des peroxydaees. En 

réponse à une augmentation de la concentraion en oxygène, les 

bactéries mésophiles réagissent généralement en synthétisant 

davantage de superoxyde dismutase; chez les bactéries 

thermophiles, ce sont plutôt les niveaux de catalase ou/et de 

Peroxydase qui sont ajustés, mais ces bactéries réagissent 

généralement mal à un stress consécutif à une élévation de la 

concentration en oxygène (Allgood et Perry 1965). Cette mauvaise 

tolérance £ 1'oxygène se traduit souvent par une absence de 

croissance en cultures agitées (Klug et Markovetz 1967, Schenk et 

Aragno 1979, Allgood et Perry 1985). 

La sensibilité à l'oxygène eBt à mettre en corrélation avec la 

faible teneur en oxygène disBous des milieux chauds. La 

solubilité de l'oxygène diminue en effet avec la température 

et à 90'C, elle n'atteint que 2 % de Ba valeur à 20'C (Brock 

1976); de plus, une partie de l'oxygène diBsous eBt encore 

extrait par les bulles de gaz traversant l'eau. Les bactéries 

thermophiles évoluent donc sous des tensions d'oxygène réduites, 

ce qui peut peut-être expliquer qu'elles soient moins à même que 

les mésophiles de faire face à un excès d'oxygène. 
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Nous avons nous même dans ce travail relevé plusieurs résultats 

qui pourraient être expliqués par cette BenBibilité à l'oxygène: 

- Absence de croissance sur milieu solide en conditions standard. 

Nous avons démontré que l'agent gélifiant n'est pas en cause 

puisque l'emploi de gelrite à la place d'agar amène aux mêmes 

résultats (voir chapitre V, point 8). Par contre, une 

croissance en milieu semi-solide est possible. On peut supposer 

que les bactéries devant se développer à la surface d'un milieu 

sont exposées â une trop grande concentration en oxygène et ne 

peuvent par conséquent pas Be développer. 

- Absence de eulfooxydation en conditions aérobies 

C'est avec le thiosulfate que la croissance est le pluB 

sensible à l'oxygène; c'est aussi avec ce substrat qu'elle est 

la plus lente au début. L'oxygène eat donc moins rapidement 

consommé et sa concentration d'autant plus critique. 

La possibilité d'une croissance sur milieu solide avec le 

thiosulfate comme seule source d'énergie et d'électrons 

(AlfredBson et al. 1986), est en contradiction avec cette 

remarque. Nous n'avons pour notre part pas réussi à répéter cet 

esBai. Il faut à ce propOB souligner que les chercheurs 

islandais réalisent leurs cultures dans d'autres conditions que 

celleB que nous avons choisies {Kristjanseon et al. 1985), d'où 

peut-être certaines divergences dans les résultats. 

- Sensibilité des cultures liquides à l'oxygène dissous 

Quelle que soit la source d'électrons, la croissance est 

initialement très sensible à la concentration en oxygène. 

Pratiquement, cela oblige à amorcer les cultures avec une 

agitation minimale et une phase gazeuse à faible proportion 

d'Oa, particulièrement avec le thiosulfate comme substrat. 

En cours de croissance, la consommation d'Oa augmente et la 

concentration d'oxygène dans la phase gazeuse de même que la 

vitesBe d'agitation deviennent moins critiques (voir aussi 

point 3.2) . 

118 



Si la croieeance est inhibée par une trop forte concentration en 

oxygène^ elle l'est aussi si cette concentration devient 

limitante. Le rapport surface/volume des cultures est donc 

important, si ce rapport est trop faible (éprouvettee, 

srlenmeyere) Is croissance est médiocre. 

De toute évidence, au-desBUs comme au-dessous d'un certain seuil 

de pression partielle en oxygène, la croissance est très 

mauvaise. Cette exigence pour une preBE ion en oxygène donnée est 

d'autant plus marquée que le métabolisme est lent, p.ex. en début 

de croissance ou avec le thiosulfate comme unique substrat. 

En se basant sur CSB résultats ainsi que sur IeB concentrations 

en oxygène dissous des milieux étudiés, qui sont de l'ordre du 

pourcent (Tableau 7), on peut B'interroger sur l'opportuinité de 

cultiver et surtout d'isoler ces bactéries avec 5 % d'oxygène 

dans la phase gazeuse. 

5. Considérations taxonomigues et évolutives 

Nous nous proposons, dans ce chapitre, de reprendre les résultats 

de la caractérisation du genre Hydrogenobacter et d'en dégager 

les conséquences taxonomiques et surtout évolutives. Il est 

évident que cette discussion, surtout dans sa Beconde partie, 

fait une part large à la spéculation aussi tenons nous à nuancer 

nos propos! Malgré nos efforts visant à une grande objectivité, 

il est inévitable qu'une dlBCUBsion sur l'évolution trahisse des 

opinions personnelles. Nous nous sommes simplement efforcés de 

les présenter comme telles, sans prétendre énoncer des vérités 

absolues. 

5.1. Remarques sur la taxonomie bactérienne 

Le handicap majeur de la taxonomie bactérienne est certainement 

la taille réduite du sujet a étudier et à classer. L'observation 

directe n'est généralement possible que sur l'organisme isolé et 
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ne fournit qu'un nombre restreint d'informations. Il est donc 

nécessaire de Be baser sur les propriétés (physiologiques, 

enzymologiquee, génétiques...) des organismes. Cette approche 

indirecte a des inconvénients. Tout d'abord, les propriétés ainsi 

mises en évidence le sont sur des organismes sélectionnés, 

cultivés dans un milieu artificiel et en culture pure. Ensuite, 

la durée d'une caractérisation complète peut être rédhibitoire et 

inciter à escamoter cette étape "fastidieuse" pour se consacrer à 

des études d'apport plus évident et plus immédiat. Finalement, 

les progrès méthodologiques constants permettent la mise en 

évidence d'un nombre croissant de propriétés rendant quelquefois 

caduques les anciennes classifications. AInBi, l'eBsor rapide des 

nouvelles méthodes d'analyse du génome a fourni une moiBBon de 

résultats qui nous a obligé à une révision, parfois drastique, de 

la systématique bactérienne. 

Ces nouvelles méthodes ont d'ailleurs suscité une vague 

d'enthousiasme; il paraissait enfin possible de comparer des 

bactérieB entre elles d'une manière quantitative et de les situer 

sans erreur aux niveaux taxonomiques les plus élevés. Sans 

remettre en question la valeur intrinsèque de ces méthodes, force 

est de constater que la construction élaborée sur leur base 

manque de fondations! L'importance de divers problèmes, comme 

p.ex. l'impact de l'échange horizontal de gènes chez les 

bactéries, commence seulement à être débattue. Quoique l'idée du 

superorganisme bactérien énoncée par Sonea et Panisset (1980) 

Boit peut-être excessive, elle a le mérite de mettre en question 

la valeur d'une systématique classique appliquée à des organismes 

qui échappent partiellement Ä l'évolution darwinienne. 

Peu de chercheurs également se préoccupent de connaître le lien 

entre la réalité du milieu naturel et celle du laboratoire. Le 

problème eBt certe ardu mais se pose avec acuité à tout chercheur 

qui constate les fréquentes modifications de propriété des 

souches cultivées en laboratoire (stabilisation, adaptation, 

dégénérescence). S'il est évident que culture en milieu 

artificiel et isolement constituent des simplifications 

indispensables à l'étude des souches bactériennes, il ne faudrait 
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pae cependant perdre<de vue leurs actions ."potentielles sur IeB 

caractéristiques du sujet étudié. 

La taxonomie actuelle dispose d'outils puissants et bien adaptés, 

leur utilisation permet une classification plus ou moins aisée 

des bactéries que nous ne contestons pas et dont l'utilité est 

d'ailleurs indiscutable. Cependant, l'image ainsi obtenue 

pourrait bien n'être qu'un reflet distordu de la réalité! 

5.2. Taxonomie du genre Hydrogenobacter 

Traditionnellement, les bactéries sont étudiées sous le double 

aspect de leurs caractéristiques phénotypiquea et génotypiques, 

ces dernièreB permettant d'affiner et généralement de confirmer 

les résultats obtenus par les méthodes plus classiques. 

Il est extrêmement rare d'observer des désaccords profonds entre 

les résultas de ces deux approches et cela en toute logique 

puisque le génotype se doit d'être l'expression du phénotype. On 

peut cependant relever le cas de Prochloron, ce symbionte 

d'ascidie dont les caractéristiques phénotypiques en font un 

ancêtre potentiel des chloroplastes des ahlorophytes et des 

plantes vasculaires alore que IeB analyses génotypiques mettent 

en évidence ses affinités avec le phylum des cyanobactéries. 

De tels cas sont cependant rares et on peut se demander comment 

interpréter les resultate obtenus chez les Hydrogenobacter. 

Dans ce groupe, les caractéristiques phénotypiques et 

génotypiques fournissent des résultats à première vue 

contradictoires. Au niveau phénotypique, les différences entre 

IeB diverses souches étudiées sont ténues; les tests réalisés ont 

surtout permis de mettre en évidence de nombreuses similarités. 

Cependant, du fait de 1'autotrophic obligatoire, le nombre de 

teBts facilement accessibles est réduit et l'efficacité d'une 

caractérisation phénotypique limitée. 
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A !'encontre de cette homogénéité phénotypique, les résultats des 

hybridations indiquent clairement que les Hydrogenobacter forment 

cinq groupes distincts. Même Bi les valeurs ont été mesurées dans 

des conditions sélectives qui pourraient amener à une sous-

estimation des pourcentages d'nomologie, ceB différences restent 

assez importantes pour justifier la partition du groupe. 

Ces résultats peuvent être interprétés de deux manières 

différentes (au moins!): 

- Les résultats génotypiques trahissent de profondes divergences 

entre les souches étudiées. Il convient donc de placer ces 

bactéries dans cinq genres différents. Les parentés 

phénotypiques observées ne sont que le reflet d'une convergence 

évolutive et d'un manque de données comparatives. 

- Comme révélé par leur parenté phénotypique évidente et IeB 

valeurs comparables de pourcentage G + C, ces bactéries 

appartiennent à un même genre. Le résultat déroutant des 

hybridations pourrait être expliqué d'une part par les 

conditions très sélectives du test, d'autre part en évoquant 

l'isolement géographique deB Bouches. 

On sait que les bactéries sont en contact génétique entre-

ellQB, échangeant des gènes de manière intra et inter 

spécifique. Cependant, des bactéries aux niches écologiques 

très sélectives et géographiquement discontinues doivent 

échapper à ce brassage génétique et évoluer de manière 

indépendante. Cela pourrait conduire aux divergences 

génotypiques observées; le phénotype, lui, serait resté stable, 

principalement à cause de la forte pression sélective. 

Nous constatons qu'effectivement les groupes isolés 

correspondent bien à des groupes géographiques; on a ainsi des 

Hydrogenobacter japonais, russes. Islandais et italiens. La 

subdivision de ces derniers résulterait plutôt d'un isolement 

écologique. Les Hydrogenobacter du groupe T3 sont en effet 

systématiquement isolés à des températures supérieures à 70'C; 
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aux températures inférieures, on ißole des Hydrogenobacter du 

groupe T13. Cette loi se Vérifie particulièrement bien lorB 

d'isolement le long d'un gradient thermique. 

D'après ce schéma, nous aurionB donc une spéciation 

géographique. Très fréquent chez les Eucaryotee, ce phénomène 

n'a été que rarement prie en considération chez les bactéries, 

principalement à cause de leur dispersion aiBée. Cependant, 

pour des bactéries vivant danB des environnements extrêmes à 

faible densité géographique, les distances à parcourir d'une 

niche à l'autre deviennent considérables et, en l'absence de 

forme de résistance (donc de transport), l'isolement est bien 

réel et peut impliquer une spéciation géographique. 

Malgré la carence de faits expérimentaux étayant l'un ou l'autre 

de ces schémas, nous penchonB plutôt pour le deuxième, en tout 

cas au niveau de ses implications taxonomiques. Il nous parait en 

effet indispensable de réunir au niveau générique des bactéries 

dont la parenté phénotypique eBt si marquée et IeB pourcentages 

G + C quasiment identiques. 

Nous proposons donc de regrouper toutes IeB bactéries décrites en 

un seul et même genre tout en assignant à chaque groupe 

d'homologie un nom d'espèce différent. 

La nécessité de confirmer le nouveau genre crée par Kawasumi et 

al. (1984) ne fait pas de doute si l'on considère les nombreuses 

originalités de ces bactérieB: thermophilic, hydrogénotrophie, 

sulfooxydation, mécanisme de fixation du COa, pourcentage G + C 

d'environ 40 %, autotrophic obligatoire... tout concourt à les 

distinguer d'autreB genres précédemment décrite. 

Le Tableau 24 donne une comparaison de6 Hydrogenobacter avec 

d'autres hydrogénobactérieB thermophileB précédemment décrites; à 

cause de leur capacité à utiliser IeB composés réduitB du eoufre, 

noue avons également inclue dans cette comparaison deux bactérieB 

suifooxydantea autotrophes obligatoires. Il ressort de ce tableau 

que IeB Hydrogenobacter forment un groupe original différant de 

tous les genres précédemment décrits. 
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Le premier nom de genre publié-pour ces organismes est celui de 

Calderobacterlum (Kryukov et al. 1983). Néanmoins, la description 

du genre Hydrogenobacter (Kawasumi et al, 1984) eBt parue dans 1' 

International Journal of Systematic Bacteriology troia moiB avant 

la validation du nom de Calderobacterlum (IJSB 1984). Ainsi, 

selon la règle 27 du code internationnal de nomenclature (Lapage 

et al. 1985), le nom d'Hydrogenobscter a-t-il la priorité. 

Nous proposons donc d'inclure toutes les bactéries décrites dans 

ce travail dans le genre Hydrogenobscter. 

5.3. Description du genre Hydrogenobacter 

Mis à part la capacité à utiliser les composés réduits du soufre, 

la description eBt celle'donnée par Kawasumi et al. (1984). 

BStonnet à Gram négatif, 0.3-0.5 / 2-4 um; tendance à 

former deB filaments. Non sporulant, non mobile. 

Chimiollthotrophe utilisant l'hydrogène, le soufre 

élémentaire et le thiosulfate comme donneurs d'électrons. 

Pas de croissance hétérotrophe. Fixation du COa par un 

cycle tricarboxylique inversé. Ammonium, urée et aeparagine 

peuvent servir da' sources d'azote. Température optimale, 

70-75*C, pas de croissance à 40 et 9O-C. Neutrophils. 

Pourcentage G • C: 38-41 %. 

La position de ce genre sera discutée sous le point 5.4. 

LeB cinq espèces de ce genree sont construites sur la base des 

homologies ADN-ADN et ne peuvent actuellement être nettement 

distinguées par aucun test phénotypique. Nous proposons de créer 

les cinq espèces suivantes : 

Hydrogenobacter thermophllue (KawaBumi et al. 1984), espèce 

type du genre Hydrogenobacter. 

Description Bimilaire à celle du genre. Croissance très 

faible à 80' C. Pourcentage G + Ct 3 8 %. 

Souche type : TK-6, isolée de sources chaudes au Japon. 
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H.hydroqenophllue (Kryukov et al. 1983) Comb.nov., 

synonymie: Calderobacterlum hydroqenophilum {Kryukov et al. 

1983) . 

Description similaire à celle du genre. Croissance très 

faible à 80'C. Pourcentage G + C: 38 %. 

Souche type: Z-829, isolée de sources du système thermal de 

geysers de l'Uyan, Kamchatka, URSS. 

H.alfredsBoni sp.nov. al.freds. son.ii, L.gen.n, dédié à G. 

Alfredeeon, microbiologiste islandais dont l'équipe a isolé 

et caractérisé cet organisme. 

Description comme pour le genre. Pas de croissance & 80'C. 

Pourcentage G * C: 38 %. 

Souche type: H-I (Kristjansson et al. 1985), isolée de 

sources thermales en Islande. 

H.octogenariuB sp.nov. oc.to.gen.a.rius, L.adj, relié à 80 

à cause de la capacité de cet organisme de croître à plus 

de 80' C. 

Description comme pour le genre. Bonne croissance à 80'C, 

température maximale supérieure à 85'C. Pourcentage G + C: 

40 %. 

Souche type: T3, isolée d'une mare bouillonante (98'C; pH 

6.5) dans la solfatare de San Federigo {Province de 

Grosseto, Italie). 

H.italicus sp.nov. i.ta.Ii.eus, L.adj, d'Italie. 

Description similaire à celle du genre. Pas de croissance à 

80'C. Pourcentage G + C: 38 %. 

Souche type: T13, isolée d'une source neutre modéremment 

chaude [49'C) aux "Terme di Bagnolo" (Fig.3) près de 

Monterotondo Marittimo (Province de Grosseto, Italie) 

H.italicus, biovar etnaeus et.nae.us, L.adj, d'Etna. 

Description similaire à celle de l'espèce mais croissance 

hétérotrophe possible avec: D(+) cellobioBe, D(+) fructose, 

D(-t-) glucose, D( + ) maltose, D( + ) mannose, D( + ) saccharose, 

acétate, butyrate, o-cétogutarate, D gluconate, malate, 
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oxaloacétate, pyruvate, succinate, D(+) et L(-) tartrates, DL-

alanine, D et L-aspartates, D-glutamote, L-phénylylanine, L-

proline, éthanol, glycerol, extrait de levure (Difco) et 

bouillon nutritif Standard I (Merck). 

Pourcentage G * C: 38.6 k. 

Souche type: KF3, isolée d'une fumerolle Bur l'Etna. 

5.4. Position taxonomique du genre Hydrogenobacter 

Il est difficile de parler de phylogénie bactérienne sans 

évoquer, au moinB dans leurs grandes lignes, quelques théories de 

l'évolution bactérienne, aussi ferons nous un rapide bilan de nos 

connaissances dans ce domaine. 

5.4.1. Quelques notions sur l'évolution des bactéries 

Broda (1970) et Margulis (1972) ont proposé une séquence possible 

des différents mécanismes apparus au cours de l'évolution. Dans 

ce schéma spéculatif, les organismes fermentatifs sont donnés 

comme les plus anciens; ils se seraient développés dans un 

environnement anaérobie, riche en composés organiques, l'énergie 

étant obtenue par phosphorylation au niveau du substrat. 

L'environnement étant riche en précurseurs de macromolécules, ces 

organismes étaient probablement capables d'assimiler ces 

"briques" toutes faites. La prolifération de tels organismes 

limitant la disponibilité de ces précurseurs, il y aurait eu 

alore accroissement des capacités biosynthétiques. La compétition 

pour les composés organiques devient maximale; les organismes 

développant la capacité d'exploiter des sources alternatives de 

carbone et d'énergie en retirent un avantage Bélectif important. 

L'utilisation de la lumière étant, en conditions anaérobies, une 

des Bources possibles d'énergie, il y aurait tout d'abord eu 

développement de bactéries photoaynthétiques hétérotrophee. 

Ensuite serait apparues la capacité de fixer le COa et la faculté 
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d'oxyder des composés inorganiques tels que le soufre, 

l'hydrogène et finalement l'eau. Le développement de la 

photosynthèse oxygénique établit un environnement aérobie 

permettant l'essort deB chimiollthotrophes, descendante plue ou 

moine directB des photoeynthétiques. 

Les résultats obtenus par analyse deB ARN 16S (Fox et al. I960) 

remanient quelque peu ce schéma, principalement en montrant que 

le phénotype photosynthôtique est aussi ancien que le phénotype 

Clostridien. Lee Eubactéries pourraient avoir comme ancêtres deB 

bactéries photosynthétiques, éventuellement autotrophes. 

La découverte des environnements hydrothermaux sous-marin, 

l'étude de leur géochimisme et de leur biologie ont également 

amené un renouveau danB les théories de l'évolution. De tels 

environnements pourraient avoir été le "berceau" de la vie, ainsi 

que le supposent BaroBS et Hoffman (1965). 

" We propose that life developed and evolved in a primeval, 

shallow ocean in association with the multiplicity of 

gradients established by what are now known to have been 

the important features of the early Archean: the tectonism 

associated with seafloor spreading and the resultant 

hydrothermal alteration of the newly-emplaced oceanic crust 

and the composition of the ocean and atmosphere of the 

early Earth". 

Baross et Hoffman (196S) 

Les propriétés supputées de ces environnements primitifs Bont: un 

environnement chimiquement réducteur, probablement chaud (> 30'C 

-> 1O0'C ) peu profond (maximum 1000-2000 mètres) et 

considérablement plue actif tectoniquement qu'il ne l'est 

aujourd'hui (Barosa et Hoffman 1985). La chaleur dérivée du 

refroidissement hydrothermal de nouvelles croûtes océaniques est 

la source d'énergie permettant de convertir des précurseurs 

inorganiques en composée organiques. Les plus importants 

proccessus microbiens apparus initialement dans ces 
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environnements étaient probablement basée ßur l'utilisation 

anaérobie de l'hydrogène et du soufre. 

Bien que les systèmes hydrothermaux actuels aoient géologiquement 

et géophysiquement trèB semblables à leur contrepartie de 

l'archéen, le système océanique environnant est considérablement 

plus oxydé. La présence d'autreB accepteurs d'électron (HOa', 

Fa3*, SO*2-) et d'une variété de composés additionnels a permis 

le développement d'une communauté physiologiquement très diverse. 

Dans ces milieux, la chaîne alimentaire est basée sur IeB 

bactéries chimiosynthétiqueB alors que tous les autres écosystème 

actuels - excepté peut-être quelques environnements extrêmes -

Bont baBés sur la photosynthèse oxygénique (Fig.18). 

Nous n'avons ni la compétence ni le désir de discuter pluB en 

détail ces éléments d'information générale concernant 

l'évolution, Aussi, des idées ssquiBsées ci-desBus, retiendrons-

nous simplement les notions BuivanteB: 

- L'environnement primitif était réducteur, l'oxygène n'est 

apparu que suite à la photosynthèse oxygénique. 

- La vie a probablement évolué à partir d'organismes thermophiles 

(voir chapitre II). 

- Les bactéries phototrophes occupent une place clé danB 

1'évolution et sont traditionnelement considérées comme les 

ancêtres des chimiolithotrophea. Cette filiation est 

contestable car elle va à 1'encontre d'une origine thermophile 

de la vie. On ne rencontre en effet pas de phototrophes au-

desBUB de 70'C alors que les organismes chimiolithotrophes 

peuvent Be développer à plus de 100'C. Qui plus est, la 

photoBynthèBe chlorophyllienne est absente chez les 

Archéobactériee, règne évolutivement très ancien. Dans le 

schéma de Baross et Hoffman [1985) cette filiation est 

d'ailleurs inversée. 
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Il n'en reste pas moinB que les bactéries photoeynthétiques 

sont probablement à l'origine des phylums d'EubactérieB 

lithotrophes aérobies. 

5.4.2. Phyloqénle des Hydrogenobacter 

Avec ces quelques pièces du puzzle évolutif, où placer les 

Hydrogenobacter, c'est à dire des organismes thermophiles, 

autotrophes obligatoires, utilisant l'hydrogène ou les composés 

réduits du soufre comme source d'énergie et d'électrons et fixant 

le COa par un cycle trlcarboxylique inversé? 

Procédons en détaillant chacune de ceB caractéristiques. 

- Thermophilic 

Mous avons déjà vu, dans le chapitre II, quelques faits 

argumentant pour le caractère primitif de la thermophilic. Les 

propositions de Baross et Hoffman (198S) abondent dans ce sens 

aussi, bien que conscients que le débat est loin d'être clos, 

maintiendrons-nous que la thermophilie peut constituer un 

caractère primitif. 

- Autotrophic obligatoire 

On trouve des autotrophes obligatoires dans tous les groupes de 

chimiolithotropheB et, taxonomiquement, autotrophs s 

obligatoires et facultatifs Bont souvent liés à l'intérieur 

d'un même genre. Ce caractère nous apparaît donc plus comme un 

trait écologique qu'évolutif. La dichotomie généraliste -

spécialiste résulterait d'une divergence dans les stratégies 

d'adaptation au milieu et ne pourait être mise en corrélation 

avec un schéma évolutif. Nous pouvons simplement supposer que, 

les Hydrogenobacter étant des chimiolithotrophes aérobies, leur 

développement est postérieur à l'apparition de l'oxygène dans 

l'atmosphère et donc "récent". 
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- Fixation du COa par un cycle tricarboxylique inversé 

La Figure 19 donne la répartition dea troia voies de fixation 

du CO 2 dans l'arbre évolutif (simplifié) des bactéries. 

On constate que la fixation du COa par un cycle tricarboxylique 

inversé se retrouve aussi bien chez les Archéobactéries p.ex. 

Sulfolobus brierley (Kandier et Stetter 1981) que chez IeB 

Eubactériea p.ex. Chlorobium limicola (Evana et al. 1966, Fuchs 

et al. 198Oa,b), elle appartient probablement à l'héritage 

commun des deux règnes procaryotes. 

Il en va de même pour la voie de !'acetyl CoA que l'on retrouve 

aussi bien chez les méthanogènea (Fuchs 1966) que chez les 

chloroflexacées (HoIo et Sirevag 1986). 

La fixation du CO2 par le cycle de Calvin apparaît comme plus 

tardive et confinée aux Eubactérles. C'est auBsi le seul cycle 

qu'on ne retrouva pas chez des bactéries hautement 

thermophiles. Il peut y avoir à cela, soit une raison 

biochimique {thermoBensibilité de certains enzymes), soit une 

cause évolutive, le cycle de Calvin serait alorB à considérer 

comme plus récent. 

- Utilisation de l'hydrogène et du soufre 

D'après Urey (1952), les bactéries capables d'utiliser 

l'hydrogène seraient des fossiles vivants, témoins d'une époque 

où IeB concentrations en hydrogène étaient considérablement 

plus élevées qu'actuellement. 

Si la position taxonomique de nombreuses hydrogénobactéries 

invalide cette assertion (WoeBe et al. 1985), il n'en reste pas 

moins que les métabolismes lithotrophes basés Bur I'utilisation 

de 1'hydrogène et du soufre apparaissent comme très anciens. En 

conditions anaérobies, on trouve de tels métabolismes chez 

plusieurs bactéries photosynthétlqueB et surtout chez de 

nombreuses Archéobactéries (DasulfurococcuB spp., Thermoproteus 

spp., Pyrodictium spp...). 
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L'utilisation du Boufre comme donneur d'électrons est plus 

récente puisqu'elle implique une atmosphère oxydée (ou la 

lumière). Cependant, elle existe chez certaines Archéobactéries 

comme p.ex. Sulfolobus brierley qui peut utiliser le soufre, 

soit comme accepteur d'électron - en conditions anaérobieB -, 

soit comme donneur d'électrons - en conditions aérobies -

(Segerer et al. 1986). 

D'après l'hypothèse de Barose et Hoffman (1955), le métabolisme 

du soufre apparaît comme primordial puisque ce serait IeB 

bactéries sulforéductrices qui seraient à la base de l'arbre 

évolutif. 

Nous constatons donc que, hormis leur dépendance vis à vis de 

l'oxygène, les Hydrogenobacter présentent de nombreux caractères 

primitifs: thermophilie, fixation du COa par un cycle 

tricarboxylique inversé, rôle central du soufre et de 1'hydrogène 

dans leur métabolisme. 

Sur la base des données connues, nous allons esBayer de préciser 

leur position taxonomiqua. 

Mous pouvons déjà exclura une appartenance au groupe des 

Archéobactéries en nous basant sur la sensibilité à la 

pénicilline, la présence ä'esterB glycériques comme lipides 

membranaires (Kawasumi et al. 1984) et 1'ultrastructure de la 

paroi. 

Comme mentionné précédemment, les bactéries lithotrophée à Gram 

négatif, aérobies, peuvent généralement être rattachées aux 

bactéries photosynthétiques. Dana le Tableau 25, nous donnons IeB 

principales caractéristiques deB Hydrogenobacter avec leur 

distribution chez les différents groupes de bactéries 

photosynthétiques. WoeBe et al. (1985) ont montré que la plupart 

des hydrogenobacter!es s'apparentent au groupe des bactéries 

pourpres. Cependant, sur la base de ce tableau, les 

Hydrogenobacter apparaissent plutôt proches des bactéries 

photosynthétiques vertes, spécialement des Chlorobiaceae, même si 
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cellee-ci, contrairement aux Chloroflexaceae, ne possèdent pas de 

représentants thermophiles (dans l'état actuel de nos 

connaissances I). Les Hydrogenobacter pourraient donc être un des 

raree groupeB d'hydrogénobactérieB à Gram négatif à ne pas 

appartenir à l'embranchement des bactéries pourpres. 

Nous ne pouvons bien entendu pas exclure que les Hydrogenobacter 

fassent partie d'un autre embranchement que ceux envisagés ci-

dessus. Leur position taxonomique exacte ne pourra être précisée 

que par analyse des ARN 16S. 
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VI HYDROGENOBACTERIES THERHOPHILES, SPORULANTES 

Les bactéries aérobies formant <3GB endospores, généralement des 

bâtonnets Ä Gram positif, sont actuellement classées dans le 

genre Bacillus. 

L'insuffisance de ces critères apparaît clairement quand on 

considère la gamme des pourcentages G + C des représentants de ce 

genre. Celle-ci s'étend en effet d'un peu plus de 30 % à près de 

70 %, soit beaucoup plus qu'il n'est communément de miße dans un 

même genre. 

L'incohérence phénotypique de ce genre a été mise en exergue par 

Claus et Berkeley (1986). L'hétérogénéité phylogénétique de ce 

groupe a également été soulignée à plusieurs reprises (Fox et al. 

1977, Stackebrandt et Woese 1979, Stackebrandt et al. 1987). 

La taxonomie des Bacillus n'étant pas notre propos, nous nous 

rangerons à la définition du genre telle qu'elle est donnée par 

Claus et Berkeley (1986). 

Seules deux espèces de Bacillus utilisant l'hydrogène avaient été 

décrites avant ce travail: Bacillus pycnoticus (Grohmann 1924) et 

B.schlegelii (Schenk et Aragno 1979). 

La première de ces deux espèces n'a été que très partiellement 

caractérisée et n'est actuellement plus disponible; on peut 

d'ailleurs, en étudiant la publication de Grohmann (1924), mettre 

en doute la pureté de la culture. 

La seconde est une bactérie thermophile isolée de milieux froids, 

particulièrement de sédiments lacustres. La découverte de cette 

bactérie a constitué le point de départ de notre recherche sur 

les hydrogénobactéries thermophiles. Un des buts des isolations 
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réalisées dans IeB milieux géothermaux était en effet de tenter 

d'isoler Bacillus schleqelii de ce qui aurait pu être Bon milieu 

naturel. Nous reviendrons d'ailleura en détail sur l'écologie de 

cette bactérie. Quoiqu'il en soit, IeB isolements effectués noue 

ont permis d'obtenir, outre les Hydrogenobacter déjà décrits 

(voir chapitre V), diverses hydrogénobactéries sporulanteB, 

thermophiles, qui seront décrites dans cette partie du travail. 

Les Bacillus ont été les premiers organismes thermophiles 

étudiés. Citons notamment l'isolement, par Miquel en 1879, d'un 

organisme sporulant, croiBBant à 73'C et iBolé...des eaux de la 

Seine (Miquel 1688)! Ce sont aussi les plus couramment utilisés 

dans la recherche des clés physiologiques de la thermophilic. 

A ce succès, nous voyonB deux raiBone principales: la facilité de 

culture, les Bacillus sont généralement peu exigeants et surtout 

très réeistantBl; leur répartition ubiquiste, les Bacillus 

thermophiles peuvent en effet être aisément isolés de sols 

tempérés où les conditions de température sont, en apparence du 

moins, loin d'être favorables. 

Cette présence de microorganismes thermophiles dans des sols 

froidB ne manque pas d'être intriguante. Allen (1953) a démontré 

qu'il existe réellement une population de BacilluB thermophiles 

présente dans les sols tempérée et qu'il ne s'agit pas de mutants 

sélectionnés par les conditions de culture en laboratoire. 

On peut dès lorB proposer deux théories pour expliquer ce fait: 

- Développement in situ 

L'action directe du soleil sur les couches superficielles du 

sol est suffisante pour les échauffer considérablement; de 

même, fermentations et putréfactions, effectuées au départ par 

des organismes mésophiles, peuvent dégager assez de chaleur 

pour créer des conditions locales favorisant le développement 

d'organismes thermophiles. 
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Dans cette optique, lea Bacillus thermophiles pourraient être 

considérés comme dee variants de Bacillus mÓBOphilea. Le succès 

des expériences de"thèrmoadaptatioh'semblé argumenter dans ce 

sens. 

- Dormance 

Les spores eont des organelles extrêmement résistantes. Il est 

concevable que les spores de BacilluB trouvées dans les sole 

froidB soient d'origina allochtone, en provenance de milieux 

aux conditions plus favorables, et ne se trouvent qu'à l'état 

dormant dans les milieux froidB. On expliquerait ainsi la 

présence de spores viables de thermophiles trouvées dans des 

carottageB de bassins océaniques d'Sge estimé à plusieurs 

millierB d'annéeB (Bartholomew et Battenberg 1949, Bartholomew 

et Paix 1966). 

Le cas de Bacillus Schlegel!! (Schenk et Aragno 1979) pourrait 

relever d'une même explication. 

NotonB que les deux hypothèses ne B'excluent pas, le cas de 

chaque espèce étant à considérer séparément. 

D'une manière générale, on peut supposer que les Bacillus 

thermotolérants tels: B.subtilia, B.licheniformiB, B.coagulons, 

B.brevis, B.stearothermophilus peuvent trèB bien se développer 

dans dee BOIS tempérés en profitant des élévations locales et 

temporaires de température. 

Les Bacillus thermophiles stricts comme B.Bchleqelii, 

B.acidocaldarius, B . caldotenax* et B. caldolyticus *• 

relèvent plus probablement de la deuxième explication et les 

milieux tempérés ne sont pour eux, au mieux, que des "frigos à 

spores I ". CeB idéeB seront reprises dans la discussion. 

1 Noms d'espèces non validés. 
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Il est regrettable que la plupart deB recherchée fondamentales 

öur les bactéries thermophlles aient prie comme eujete 

d'expérimentation des Bacillus appartenant au premier de ces deux 

groupes, des Bacillus thermophiles facultatifs. Far ce choix, on 

a bien Bur cherché à minimiser les différences entre les souches 

étudiées en les choisissant dans un même genre, voire dans une 

même eepèce; mais peut-être a-t-on, de par le choix d'organismes 

si particuliers, biaisé le problème. La présence de spores - ou 

pluB largement d'organes de résistance - ainsi que le 

distribution écologique trèB large de ces bactéries les 

distinguent en effet de la plupart des thermophiles stricts 

isolés de milieux géothermaux. La généralisation des résultats 

obtenus avec ces modèles un peu trop spéciaux n'est donc pas 

évidente. Il ne faudrait pas que Bacillus stearothermophiluB 

devienne 1'Escherichia coli des thermophilesI 
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A) RESULTATS -,y** •• * « >^i 

1. Baci.HUB tusciae 

A plusieurs reprises, nous avons isolé des hyârogénobactéries à 

spore ovale, acidophileB, de la solfatare de San Federigo. Au vu 

de ces quelques caractéristiques, il ne pouvait s'agir de Bouches 

de B,schlegelil. Nous avons donc entrepris de chercher leur 

position taxonomique. 

1.1. isolement 

Le Tableau 26 donne les Bites, avec leurs caractéristiques de 

température et de pH, où les Bacillus ont été iBoleß (voir ausBÌ 

Tableau 10). 

Les souches ont été purifiées en milieu Bolide, en conditions 

autotrophes et acidophiles (pH initial: 3.5). Un accent a été mis 

sur la caractérisation des souches T2, choisie comme souche type, 

et T201. 

1.2, Morphologie 

Ces bactéries sont des bâtonnets sporulants de 0.8/ 4-5 |im. Les 

endosporee aont ovales, déformantes, subterminalea, 1.2 x l.S (im 

(photo 13). On observe un seul flagelle, inBéré latéralement. Les 

bactéries ne sont cependant pas mobiles lors d'observations au 

microscope, probablement à cause des conditions non 

physiologiques d'observation (température trop basse}. 

Les cellules accumulent du PHB quand elles sont cultivées en 

milieu carence en azote. 
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Lee cellules jeunes ont un Gram poeltif. En microscopie 

électronique, les parois présentent une micromorphologie typique 

de6 Gram positifs; aucune structure de surface ne peut-être 

observée. 

1.3, Caractéristiques des cultures 

Ces Bacillus poussent très bien en bouteilles ou en flacons de 

Fernbach, BanB agitation. Dans ceB conditions, une pellicule 

blanche se forme à la surface des cultures. 

Contrairement à ce que nous avons observé chez Hydroqenobacter, 

la croissance en éprouvettes eBt possible bien que pluB faible 

qu'en bouteilles. 

En milieu solide, les colonies sont étalées, de couleur crème, 

avec une pellicule crayeuse en surface. 

LorB de la culture d'une grande quantité de celluloB, le milieu 

de culture se colore en jaune. Ce pigment hydrosoluble a un pic 

d'absorption à 410 nm; il n'a pas été caractérisé. 

1.4. Caractéristiques de croissance 

La croissance se fait dans du milieu minéral de base acidifié à 

pH 3.5 (HCl 1/2 cone). Ce milieu n'est que peu tamponné et, 

après croissance, le pH remonte à 6. 

Pour déterminer le pH optimal, nous avons travaillé avec un 

milieu modifié où la concentration en phosphate est réduite et 50 

mM d'acide tartrique ajoutés. DanB ces conditions, le pH optimal 

est de 4.2 à 4.8 (Fig.20). Mous utiliserons ce milieu tamponné à 

pH 4.5 pour les testB suivants. 

La température optimale est d'environ 55'C. A 37*C comme à 65'C, 

la croissance n'est plus possible. 
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La croissance en fermenteur (conditions, autotrophes) est 

exponentielle avec un temps de génération de : u ° 0.11 (temps de 

doublement, 6.5 h), à condition que la concentration en oxygène 

soit régulièrement ajustée de 5 % à 25 % (Fig.21). On obtient 

environ 2.5 g de cellules (poids sec)/l. Remarquons que même en 

pleine croissance exponentielle, le pourcentage de sporanges est 

très élevé. 

1.5, Caractéristiques nutritionnelleB 

1.5.1. Sources de carbone 

TouteB les souches sont capables d'utiliBer les substances 

suivantes comme source de carbone et d'énergie: acétate, 

butyrate, a-cétoglutarate, oxalate, succinate, L-glutamate, 

butanol et phénol. 

Quelques substances ne sont métaboliséeB que par une partie des 

sept souches testées, ce sont: malate (5/7), malonate (4/7), L-

aspartate (2/7), L-asparagine (1/7), L-arginine (1/7), isoleucine 

(5/7), valine (3/7), éthanol (3/7) et propanol(2/7). 

Ne sont pas utilisés: L(+) arabinose, D(+) cellobioee, D(-) 

fructose, D(+) galactose, D(+) glucose, D{*) mannoee, D(O 

maltose, L(+) rhamnose, D(+) saccharose, L(-) sorbose, D(*) 

trehalose, 0(+) xyloBe, benzoate, citrate, formiate, D gluconate, 

mesaconate, D(+) L(-) et mésotartrates, oxalate, pyruvate, DL-

alanine, D-aspartate, L-cyBtéine, D-glutamate, glycine, L-

histidine, L-méthionine, L-phénylalnine, L-proline, L-

tryptophane, L-sérine, glycerol, D(-) mannitol, methanol. 

Les détails pour chaque Bouche sont donnés dans le Tableau 27. 

En milieux complexes, la croissance est possible avec de 

l'extrait de levure (Difco) à pH 5 mais pas à pH 3.5 (l'extrait 

de levure tamponne le milieu, le pH de 3.5, trop bas pour 

permettre la croissance, est maintenu). A aucun de ces deux pH la 
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croissance n'est possible dans du bouillon nutritif (Difco) ou du 

bouillon Standard 1 (Merck). 

Ce spectre de substrats assez réduit offre des similitudes avec 

celui de B.schlegelii, en particulier, l'incapacité totale de 

métaboliser les sucres. Nous reprendrons ce point lors de la 

discussion sur la position taxonomique de cette espèce. 

1.5.2. SourceB d'azote 

L'ammonium, l'urée et l'asparagine peuvent servir de sources 

d'azote maie ni le nitrite ni le nitrate. L'azote moléculaire 

n'est pas fixé en conditions microaérophileB (1 % Oa). 

1.5.3. Utilisation des composés réduits du Boufre 

Le thioBulfate peut être utilisé comme source alternative 

d'électrons et d'énergie mais la croissance est faible. Comme 

pour les Hydrogenobacter, nous relevons la possibilité d'une 

croiBsance mixolithoautotrophe avec utilisation simultanée de 

l'hydrogène et de composés réduits du soufre. Ces points font 

actuellement 1'objet de recherches danB notre laboratoire. 

1.6. Caractéristiques biochimiques 

Les nitrates sont réduits en nitrites sans qu'il y ait formation 

d'azote gazeux. Une croissance anaerobie avec le nitrate comme 

accepteur d'électrons n'a pas été observée. 

L'activité de la catalase et de 1'oxydase est faible mais 

positive. 

La croissance eßt inhibée par 1 % NaCl mais pas par 1 % glycine. 
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La concentration minimale inhibitrice de,pénicilline G est de 

0.04 U/ml; à deB concentrations plus élevées, la croissance 

intervient après un certain délai suite à 1'inactlvation de 

l'antibiotique à la chaleur (Schenk et Aragno 1979). 

L'amidon et la caséine ne sont pas hydrolyses; il n'y a paB de 

production d'indole dans un milieu riche en tryptophane. 

La croissance n'eBt pas inhibée par l'adjonction de 3 g/1 de 

borate; à 4.5 g/1 elle est ralentie alors qu'à 10 g/1 elle est 

complètement inhibée. B.schleqelii et B.acidocaldarlus ont une 

sensibilité tout à fait comparable. 

1.7. Enzymea de 1'autotrophIe 

L'hydrogénaae est localisée dans la fraction soluble, aucune 

activité n'est décelable danB la fraction membranaire (Tableau 

28). Malgré cette localisation cytoplasmique, aucune réduction du 

NADH ou du NADPH a pu être mesurée. On a là un schéma inhabituel 

puique, classiquement, les hydrogénases solubles sont à même de 

réduire les nucleotides (Schneider et Schlegel 1977). Une 

possible localisation périplasmique est susceptible d'expliquer 

ces résultats. 

L'hydrogénase eBt inductible et ne peut être détectée sur deB 

cellules cultivées en conditions hétérotrophes avec le butyrate 

comme source de carbone. 

La ribulose 1,5 bisphosphate carboxylase eBt active danB les 

cellules cultivées autotrophiquement avec une activité de 0.36 

U/ml indiquant la présence d'un cycle de Calvin fonctionnel. 
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1.8. Lipides 

Alors que la plupart deB BacllluB poBBèâent de manière 

prédominante des acides gras ramifiés, on a mis en évidence chez 

les thermoacidophiles deux autres types de lipideB 

qualitativement et quantitativement très importants: des 

hopanoides et des acides gras w-alicycliques (Darland et Brock 

1971, Röhmer et al. 1979, Hipchen et al. 1981). Ces derniers ont 

également été détectés chez une bactérie corynéforme méeophiie, 

Curtobacterium pusillum (Suzuki et al. 1981) où leur présence 

Bemble eorrélée à une résistance au zinc (Ohya et al. 1986a,b) . 

Les hopanoides et les acides gras w-alicycliques, généralement 

des w-cyclohexane, sont efficaces pour condenser les membranes et 

diminuer leur perméabilité (Kannenberg et al. 1984, Poralla et 

al. 1984). Leur présence chez des organismes thermoacidophiles 

pour qui le problème de la perméabilité membranaire se pose de 

façon cruciale est donc tout à fait intéressante et de fait, à 

l'exception de B.coaqulans, on trouve l'un ou/et l'autre de ces 

lipides chez tous les Bacillus thermoacidophiles étudiés (Hipchen 

et al. 1981, Poralla et al. 1984). 

Nous avons donc jugé important d'analyser les lipides des Bouches 

étudiées afin de voir Bi cette règle "générale" était suivie. 

L'analyse faite par le Prof. Poralla a donné les résultats 

suivants : 

8 composants lipidiques soit: 2 pigments (jaunâtres) 

2 phospholipiâes, 

phosphatidyléthanolamlne 

4 composants non identifiés 

Donc, pas d'hopanoides ni de squalènes. 

L'analyse des acides gras est donnée danB le Tableau 29. Zl est à 

relever que la teneur en lipideB de CBB organismes est faible, 

environ 3 % contre S à 10 % en général. 
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1.9, Caractérisation génétique 

Le pourcentage guanine + cytoaine des sept souches étudiées est 

compris entre 57.5 at 57.9 *. 

Le Tableau 30 donne les pourcentages d'hybridation entre IeB 

souches. 

1.10. Position taxonomique 

Les dendrogrammee de la Figure 22 montrent l'homogénéité du 

groupe des bactéries étudiées. Nous pouvonB donc considérer 

qu'elles appartiennent à une Beule et même espace. Leurs 

caractéristiques satisfont à la description du genre Bacillus 

teille qu'elle eBt donnée par Claus et Berkeley (1986), c'est à 

dire bâtonnets à flagellation latérale, aérobies et formant une 

endospore par cellule. 

Le seul Bacillus autotrophe valablement décrit jusqu'ici était 

B.schleqelii (Schenk et Aragno 1979). Dana le Tableau 31, noue en 

donnons les caractéristiques principales avec en regard celles 

des Bouches T2 et T201. Vu la forme de ses spores et see optimums 

de température et de pH, nous avons également pris en 

considération, dans cette comparaison, B.acidocaldarius (Darland 

et Brock 1971). Les caractéristiques d'autres Bacillus 

thermoacidophiles, isolés de sources chaudes du Japon, y Bont 

également indiquées (Uchino et Doi 1967). Bien que la 

caractérisation de ces derniers soit assez réduite, il apparaît 

assez nettement qu'ils s'apparentent à B,acidocaldarius• 

L'originalité des souches T2 et T201, mise en exergue par cette 

comparaison, est corroborée par leur faible nomologie ADN-ADN 

avec IeB deux espèces de Bacillus considérées: 

T2 - B.schleqelii 0 % 

T2 - B,acidocaldarluB 17 % 
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Une affinité avec d'autres Bacillus, tels que: 

B.Btearothermophilus {Donk 1920), B.thermoruber {Guicclardi et 

al. 1968, Aragozzini et al. 1976), B.coagulane (Hammer 1915), 

peut être écartée sur la base des pourcentages G + C, des 

capacités lithotrophes et de la possibilité d'utiliser des sucres 

comme source de carbone. 

Sur la base de ces résultats, nous avons proposé la création 

d'une nouvelle espèce: Bacillus tusciae (Bonjour et Aragno 1984). 

1-11. Description de l'espèce 

Bacillus tusciae sp.nov. tus.eia.e, L.gen.n, de Tuscia; les 

romains désignaient par Tuscia la région d'Italie centrale où 

vivaient les étrusques et où a été isolé l'organisme étudié. 

Bâtonnets, o.8 x 4-5 um avec un flagelle latéral, endospores 

subtermlnales, ovales, déformantes, 1.2 x 1.8 \im. Gram positif 

dans les cultures jeunes. 

Colonies blanc-crème, crayeuses, s'étalant. En culture liquide, 

il se forme une pellicule blanchâtre. Un pigment jaune, 

hydrosoluble avec un pic d'absorption à 410 nm est produit dans 

des cultures autotrophes denses. 

Parois cellulaires de type Gram poBitif sans protéines de 

surface. 

Formation de PHB. 

Auxotrophe. Métabolisme de type respiratoire, uniquement avec 

l'oxygène comme accepteur d'électrons. Pas de croissance 

anaérobie avec le nitrate. Mitrate réduit en nitrite. 

Chimiolithotrophe avec l'hydrogène et les composés réduits du 

soufre comme source d'électrons et le COa comme source de 

carbone ou chimiohétérotrophe. 

Quelques composés organiques peuvent servir de source de 

carbone. Les sucres ne sont pas metabolises. L'ammonium, 1'urée 

et 1'asparagine peuvent servir de sources d'azote. L'azote 

moléculaire n'est pas fixé en conditions microaérophiles. 

L'hydrogénase est inductible, soluble; les pyridines 
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nucleotides ne sont paB réduits. Le COa est fixé par le cycle 

de Calvin. V. ) • , , l *%.•*.< 

Oxydase positive, catalasa faiblement positive. L'amidon n'est 

pas hydrolyse. PaB de croissance en présence de 1 % HaCl. 

Croissance possible en présence de 1 I glycine. Inhibition de 

la croissance par la pénicilline (0.04 U/ml). 

Température optimale, environ 55*C; pas de croissance à 35'C et 

65'C. pH optimal: 4.2 à 4.8; faible croissance à pH 3.5 et 6.0. 

Pourcentage G + C : 57-58 * 

Isolés de mares acides de la solfatare de San Federigo 

{province de Grosseto, Italie). 

Souche type: La souche T2 a été choisie comme souche type (DSM 

2912). La description de la souche est la même que celle de 

1'espèce avec les additions suivantes : croissance en conditions 

hétérotrophes avec acétate, butyrate, a-cétoglutarate, malate, 

tnalonate, oxaloacétate, succinate, L-glutamate, isoleucine, 

valine, butanol, éthanol, phénol et propanol. Pourcentage G + 

C: 57.7 % (Bonjour et Aragno 1984). 

2. Bacillus Schlegel!! 

En 1977, Aragno (1978) isolait du sédiment du Loclat (petit lac 

holomictique près de Saint-BlaiBe, NeuchStel, CH) une 

hydrogénobactérie aporulante, autotrophe. Cette bactérie étudiée 

par Schenk et Aragno (1979) a été décrite sous le nom de Bacillus 

schlegelii. Ses caractéristiques principales sont les suivantes: 

- Bactérie sporulante à Gram variable, 0.6 x 2.5-5 um (photo 14) 

- Spores rondes, déformantes, terminales, 0.8-1 um de diamètre 

- Chimiolithotrophe utilisant l'hydrogène comme source d'énergie 

et d'électrons ou chimiohétérotrophe sur un nombre limité de 

substrats organiques. 

145 



- Température optimale: - 70*C 

- Pourcentage G + C: 67-68 % 

Il s'agit donc d'une bactérie thermophile et cela malgré son 

origine. 

Différente essais ont permis de constater que B.schlegelii 

pouvait être répétitivement iBolé de sédiments de lac (couche 

oxydée). Il a également pu être isolé de la glace de la zone 

frontale d'un glacier (Steingletscher, canton de Berne, CH), mais 

est absent danB les sols ou les sédiments marins (Bonjour et al. 

1987). 

Dès lors se pose avec acuité le problème de l'écologie de cette 

bactérie; deux hypothèses peuvent être envisagées: 

1) Origine autochtone 

En dépit des faibles températures des sédiments lacustres, 

B.schlegelii pourrait s'y développer même si, en laboratoire 

(et donc en milieu synthétique), il n'y a pas de croissance en 

dessous de 37'C. 

2) Origine allocatone 

B.schlegelii pourrait ne se trouver dans ces milieux froids 

que sous forme de spores, les cellules végétatives Be 

développant dans des milieux plus favorables (températures 

pluB élevées). Le transport se ferait par voie aérienne, les 

spores s'accumulant alors dans les milieux dont les conditions 

physicochimiques favorisent la survie. 

Les expériences ci-dessous ont pour but de trancher entre ces 

deux hypothèses. 
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2.1. Isolement de B.schlegelii de milieux à basse température 

B.Bchleqelii a été initialement isolé de sédimentB du Loclat. Des 

prélèvements effectués dans d'autres lacs ou dans des rivières 

ont montré que dans ce type d'environnement, il était 

généralement possible d'ißoler cette bactérie. 

Il n'est par contre pas possible d'isoler cet organisme à partir 

de SOIB cultivés ou forestiers ou de sédiments marins (Borgna 

1982). 

Des Bouches de B.scnleqelli ont pu être isolées à partir de glace 

prélevée dans la langue du glacier de Steingletscher (Berne). Un 

kg d'échantillon de glace a été fondu puiB filtré sur membrane de 

cellulose (Millipore, 0.45 um). Les membranes sont utilisées 

comme inoculum pour des cultures d'enrichissement effectuées en 

milieu liquide, en conditions autotrophes à 65'C. 3 des 5 

échantillons prélevés ont permis la croissance de B.schlegelii. 

Des tentatives d'isolement ont également été faites à partir de 

l'air. Nous avons utilisé une trappe à pollen (Burkard. 

Rickmansworth, GB); les poussières, sporeB, grains de pollen sont 

collectés sur une bande plastifiée recouverte de vaseline. Les 

particules trappées sur chaque bande correspondent à - 3OO m3 

d'air. Les bandes Bont mises en culture dans les mêmes conditions 

que ci-deBBUB. L'une d'elle a donné une croi H Bance positive et 

permis d'isoler la souche R2 {Tableau 32 et photo 14). 

2.2. Incubation de sédiment lacustre à basse température 

De nombreux essais de culture à basse température ont été 

effectuée en laboratoire dans des milieux synthétiques. Quelles 

que soient la durée et les conditions d'incubation, aucune 

croissance n'était possible en dessous de 40*C (Borgna 1982). 
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Il était cependant loisible de supposer que, dans son 

environnement "naturel", B.schlegelii ait d'autres optima de 

croissance (bien qu'à notre connaissance, aucune situation de ce 

genre n'ait été rapportée). 

Pour étudier cette poseibllité, nouB avons tenté de suivre 

l'évolution de la population de B.Bchleqelll dans du sédiment 

Incubé à basse température. Nous avonB utilisé 5 1 de sédiment, 

provenant du Loclat, prélevé dans la couche superficielle. Dans 

ce sédiment, nous savions trouver cette bactérie puisque c'eBt de 

là que la souche a été originellement isolée (Aragno 1978} et que 

les nombreuses expériences d'enrichissement effectuées 

ultérieurement ont toujours été positives. Ce Bédiment a été 

soigneusement homogénéisé puis déposé, en couche de 10 cm, dans 

des cylindres en plastique et recouvert d'une hauteur d'eau 

égale. Les cylindres sont alors incubeß à 8*C pendant huit mois. 

La température d'incubation a été choisie en fonction des relevés 

de température effectués dans le Loclat (Aragno 1981). Au coure 

des premiers mois, le nombre de cellules viables (MPN) diminue 

lentement puis il tend à Be stabiliser. Aucun Bignè de croissance 

n'a été détecté. 

2.3. Isolements à partir de milieux géothermaux 

Parmi les souches isolées dee milieux géothermaux décrits dans le 

chapitre IV, certaines possédaient des spores rondes terminales. 

Elles Bont indiquées dans le Tableau 32. 

La souche T2-11 (Italie) a été isolée de la boue d'une petite 

mare de la solfatare de San Federigo dont le niveau était très 

variable. Cette mare semblait en liaison avec un "soufflard" 

contigü. Son niveau d'eau était maximal quand le soufflard était 

en activité; quand celle-ci diminuait, la mare s'asséchait 

rapidement. L'échantillon a été prélevé une fois la mare vidée. 

La souche G3 (Islande) a été isolée d'un petit ruisseau alcalin 

(pH 9.4). La température au lieu d'échantillonage était de 55'C. 
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Lee souches He3a et,He3b (Islande) proviennent de cendres 

volcaniques, parcourues par des fumerolles, prélevées au sommet 

de L'Eldfell, volcan apparu en 1973. 

Cee quatrss souches, ainsi que la Bouche R2, ont été 

caractérisées plus en détail. 

2.3.1. Caractérisation phéno et génotypique 

Les tests ont été choisis de façon à permettre une comparaison 

avec Bacillus schlegelii, souche type (DSH 2000); ils ne 

constituent pas une caractérieation exhaustive. 

La liste des substances carbonées utilisables comme source de 

carbone et d'énergie est donnée dans le Tableau 33 avec d'autres 

caractéristiques phénotypiques et le pourcentage G * C. 

Les substances suivantes n'ont pas permis la croissance: 

arabinose, cellobiose, fructose, maltose, rhamnose, saccharose, 

sorbose, trehalose, xylose, benzoate, citrate, formiate, D 

gluconate, malonate, mesaconate, D(-) Lf+) et mésotartrates, L-

arginine, D-aBpartate, glycine, L-tryptophane, L-valine, butanol, 

éthanol, glycerol, methanol, mannitol. 

Le Tableau 34 donne les résultats des hybridations ADN-ADN. 

Toutes lee souches isoléee partagent de nombreux caractères 

phénotypiques, Par ailleurs, les homologies ADH-ADK élevées 

{> 80 %) montrent clairement qu'elles doivent appartenir à une 

seule et même espèce, voir aussi les dendrogrammes de la Figure 

23. 

Indépendamment de leur origine, touteB les souches appartiennent 

donc à l'espèce Bacillus Bchlegelii. 
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B) DISCUSSIOH 

1. "Ecologie" de Bacillua tusciae 

Les souches de Bacillus tuaciae ont été isolées de milieux 

modérément chauds, moins de 60*C, et acides. Ces deux paramètres 

montrant par ailleurs d'importantes variations consécutives à deB 

modifications du niveau d'eau. Ces milieux Bont en outre pauvres 

en matière organique (voir chapitre IV). 

Dans de tels environnements, la survie passe par un métabolisme 

autotrophe ce qui eBt bien le cas des organismes isolés. 

L'existence de formes de résistance permet en plue à ces 

bactéries de survivre quand les conditions deviennent par trop 

défavorables: températures s'abaissent au-dessous de 40'C ou pH 

descendant plus bas que 3. 

Dans ces milieux, les Hydrogenobacter sont bien entendu 

incapables de se développer et leur absence n'a rien d'étonnant; 

tout au plus aurions-nous pu nous attendre à isoler plus 

d'organismes du type Bacillus maiB là, une fois de plus, la 

pression selective très forte explique peut-être que Beul un 

nombre minimal d'espèces puissent s'adapter; n'oublions pas non 

plus que les conditions d'enrichissement amplifient encore cette 

pression. 

De fait, les caractéristiques de B.tusciae (thermophilic, 

acidophilic, possibilité de sporuler) traduisent une adaptation 

optimale à ce type d'environnement. 

Toutes IGB tentatives d'isolement de cette bactérie dans d'autres 

milieux se sont révélées négatives. C'est le cas p.ex. pour tous 

IeB iBolements tentés à partir de milieux froids. 

Par ces essais, nous avons tenté de Bavoir si les spores de ce 

Bacillus étaient susceptibles d'être transportées sur de grandeB 

distances pour s'accumuler dans des milieux favorables à leur 
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conservation. Les résultats négatifs obtenus ne nous permettent 

certes pas d'écarter définitivement cette hypothèse, mais il faut 

cependant supposer que ce transport ne doit être ni intense ni 

fréquent puisque toutes les tentatives d'isolement dans ces 

milieux froids se eont soldées par des échecs. 

2. "Ecologie" de Bacillus Bchleqelii 

Bacillus achleqelii se trouve dans trois types d'environnements: 

- Environnements avec deB températures basses et constantes et 

une humidité permanente tels que les sédiments lacustres et les 

glaciers. 

- Air 

- Environnements géothermaux et volcaniques avec peut-être une 

préférence pour les milieux aux conditions phyBicochimiques peu 

stables (cendres dans des zones de fumerolles, mares au niveau 

variable) qui demande à être vérifiée. 

Sur la base de ces données, nous pouvons raisonnablement postuler 

que B.Bchleqelii a l'écologie suivante: 

Croissance et multiplication ont lieu dans deB environnements 

chauds tels que les airee géothermales et volcaniques. Cela 

correspond à ses propriétés physiologiques déterminées en 

laboratoire. Boit surtout; thermophilic et utilisation 

préférentielle de l'hydrogène comme Bouree d'energie et 

d'électrons. 

La possibilité de sporuler permet à la bactérie de résiBter aux 

variations de température consécutives essentiellement à des 

variations du niveau d'eau. Les spores permettent la dispersion 

de l'espèce sur de longues distances. 
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L'isolement de la souche R2 à partir de l'air suggère que le 

transport se fait par anémochorie. Lee sporeB ainsi transportées 

vont être déposées au hasard. Si elles tombent dans un milieu 

assurant leur survie, elles vont s'y accumuler. Le6 conditions 

idéales de conservation des spores semblent être une humidité 

constante et une température basse et stable. Les sols, exposés à 

de trop fréquentes variations de ces deux paramètres, ne 

permettent pas, à long terme, la conservation des spores. 

La dispersion des spores supprime les conséquences de l'isolement 

géographique des différents habitats. Nous avons vu (chapitre VB) 

que l'isolement géographique pouvait avoir d'importantes 

répercussions sur la spéciation bactérienne et entraîner des 

divergences génotypiques entre deB organismes par ailleurs 

totalement indiscernables. Les hautes homologies ADH-ADM obtenues 

entre les différentes souches de B.schlegelii étudiéeB ici 

montrent clairement que ce phénomène de spéciation géographique 

n'intervient pas si les bactéries disposent d'un moyen de 

dispersion. 

3. Quelques remarques Bur la thermophilic des Bacillus 

Nous avons, au début de ce chapitre, suggéré l'hypothèse de 

l'existence de deux groupes distincts de Bacillus thermophiles: 

- Le groupe des "opportunistes" regroupant p.ex: 

B.stearothermophlluB. B.licheniformis, B,coagulane (groupe 1). 

- Le groupe des "thermophileB vraiB" avec p.ex: B.schlegelii, 

B.tusciae, B.acidocaldariuB (groupe 2). 

LeB résultats obtenus dans ce chapitre nous permettent de 

présenter quelques arguments étayant cette hypothèse, les faits 

les plus intéressants étant surtout d'ordre écologique. 
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Le Tableau 35 donne le domaine de température permettant la 

croissance de quelques Bacillus thermophiles. 

Nous constatons que les Bacillus du 2*™* groupe se développent à 

deB températures supérieures è 50'C, valeurs rarement atteintes 

dar,B les Bols tempérés mais typiques des zones géothermales. 

D'autre part, il s'agit d'organismes Bténothermee, incapables de 

se développer à température ambiante. 

Les Bacillus du 1"= groupe se développent par contre généralement 

à des températures inférieures à 50'C, températures pouvant être 

atteintes danB des sols chauffés par le soleil; de pluB, leur 

caractère eurythermal traduit une adaptation à un milieu exposé à 

de grandes variations de température. B.stearothermophilus 

présente des caractéristiques intermédiaires, il serait par 

conséquent intéressant d'essayer de l'iBoler d'aires 

gécthermales. 

Les Bacillus du groupe des "opportunistes" sont fréquemment 

isolés de sols des régions tempérées où, nous 1'avons vu, les 

conditions de température leur sont tout à fait favorables. Les 

Bacillus du deuxième groupe ne sont par contre jamais iBolés de 

tels milieux. Les écartB importante de température brisent 

probablement la dormanee des sporeB Bans pour autant atteindre 

des valeurs permettant une vie végétative. Dans ces conditions, 

il n'y a donc ni Burvie ni développement possibles. On isolera 

plutôt ces organismes de milieux où les températures sont basses 

et constantes et 1'humidité élevée, conditions assurant la 

viabilité deB Bpores Bur de longues périodes, ou alors danB deB 

milieux à hautes températures. 

153 



On peut s'interroger sur la phylogénie de ces deux groupes de 

Bacillus. NOUB avons jusqu'ici considéré la thermophilie comme un 

caractère primitif, témoin d'une évolution qui aurait débuté à 

haute température. DanB le cas deB Bacillus "opportunistes", il 

paraît plus probable qu'il s'agisse d'une adaptation secondaire; 

adaptation qui leur aurait permis de tirer parti des élévations 

transitoires de température fréquentes dans leur habitat naturel. 

Ceci expliquerait le succès des expériences de thermoadaptation 

réalisées avec ces espèces-là ! 

Nous sommes conscientB que cette hypothèse manque encore 

d'arguments pour être crédible, inaia nous espérons que ces 

quelques éléments de réflexion ouvriront la porte à de nouvelles 

recherches. 
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VII CONCLUSIONS 
*********** 

" Regarde avec un oeil, regarde avec l'autre puie vois avec 

les deux yeux". 

N. Mailer (1983) 

Un des attraits principal des organismes thermophiles est leur 

adéquation aux processus biotechnologiques. 

En effet, de nombreuses réactions d'importance biotechnologique 

ont des rendements plus élevés à haute température. Une élévation 

de la température entraîne une augmentation du taux de diffusion 

et de la solubilité de la plupart des composés non gazeux; elle 

diminue la viscosité et la tension superficielle de l'eau ce qui 

a généralement un effet positif sur la catalyBe enzymatique. 

Autre avantage non négligeable, les risques de contamination sont 

moins grande qu'en conditions méBophiles. 

La réalisation des fermentations microbiennes à haute température 

présente aussi des avantages. Les activités métaboliques 

engendre une production de chaleur et le refroidissement deB 

cuves de réaction consomme beaucoup d'énergie. Les fermentations 

thermophilee ne néceBBitant pas un refroidissement auBsi 

intensif, il y a gain d'énergie (Brock 1986). 

Le potentiel biotechnologique des organismes thermophiles ou des 

enzymes thermostables qui en sont extraite est donc conséquent et 

a déjà trouvé de nombreuses applications: production d'éthanol, 

digestion anaérobie thermophile des déchets, "leaching" microbien 

pour ne citer que quelques exemples. 
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Dans un premier temps, l'intérêt B'eet sutout porté sur 

1'utilisation de mutants thermophiles. ABBÔZ rapidement 

cependant, les chercheurs se sont intéressés aux organismes 

isolés d'environnements géothermaux ou volcaniques. Si 

l'utilisation industrielle des organismes isolés dans de tels 

environnements n'est pas toujours immédiate, leur étude soulève 

par contre de passionnantes questions théoriques: quelle est 

l'origine de ces organismes, leur position taxonomique, quelles 

sont les caractéristiques biochimiques sous-tendant leur 

thermophilic etc.? 

Une des retombées les plus spectaculaires de ces investigations a 

été la découverte d'un troisième règne, celui deB Archéobactéries 

(Woese et Fox 1977, Woese et al. 197B). Parmi les bactéries 

thermophilee isoléeB, une majorité appartient en effet à ce 

règne, spécialement si les isolements se font dans l'extrémité 

supérieure de la gamme de température. 

Autre élément ayant stimulé l'étude de la vie à haute 

température, la découverte des environnements hydrothermaux sous-

marine (travaux de Baross et Stetter, principalement). Noue avons 

déjà relevé le renouveau apporté aux théories évolutives suite è 

cette découverte, en fait c'est tout un champ d'idéeB nouvelles 

et d'applications inédites qui sont impliqués par la mise en 

évidence de ce nouveau type de biotopes. 

Ainsi, aiguillonnée par le double intérêt de la recherche 

appliquée et fondamentale, l'investigation des milieux à haute 

température est actuellement extrêmement intensive. Par 

conséquent, il y a eu multiplication des descriptions 

d'organismes thermophiles ou de processus biotechnologiques se 

déroulant à haute température. Pourtant, malgré cet engouement, 

peu de questions fondamentales ont reçu une réponse. Ainsi, 

l'écologie, la biochimie et l'évolution des organismes 

thermophileB restent-ÜB encore bien mystérieux. 
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S'il en eet ainsi, c'est peut-être parce que lee recherchea 

entreprises sont souvent trop "pointues" et qu'il est encore 

trop tôt pour pouvoir faire une synthèse deB multiples 

renseignements glanéB. 

Tenant compte de cela, nous nous sommes efforcés, dans ce 

travail, de privilégier une approche plus globale. 

Notre sujet, défini dans l'introduction, était l'étude des 

hydrogénobactériee isolées de milieux géothermaux. Four rester 

fidèle â cette optique "large" de départ, nouB avons étudié 

simultanément plusieurs types différents d'hydrogénobactéries 

thermophiles; de pluB, nous avons inclus dans cette étude une 

description aussi détaillée que possible des habitats de ces 

bactéries. 

Un tel élargissement de notre champ d'investigation nouB a 

contraint à ne traiter plusieurs problèmes que d'une façon 

superficielle. Nous estimons cependant qu'une telle démarche a le 

mérite de soulever les "vrais" problèmes. Il est toujours temps 

d'appronfondir cette approche dans une seconde étape. 

Les principaux résultats de cette étude peuvent être sommairement 

résumés comme suit: 

Les milieux géothermaux apparaissent comme des environnements 

originaux dont de nombreuses caractéristiques, outre leur 

température, ont des répercussions sur la physiologie des 

bactéries qui y vivent. Dans de tels milieux, vu la pauvreté en 

matière organique, les producteurs primaires sont des bactéries 

lithoautotrophes. Etant donné leur abondance, l'hydrogène et les 

composés réduits du soufre constituent de bonneB sources 

d'électrons et d'énergie. L'heterotrophic et, coneéquemment, la 

mixotrophie y apparaissent comme des métabolismeB de moindre 

importance. 

1S7 



De cee milieux, nous avons pu iBOler deux types 

d'hydrogénobactéries thermophileB (ei nous n'écrivons pas 

"seulement", c'est parce que nous considérons que la liste est 

loin d'être close!). 

Tout d'abord, les organismes appartenant au genre 

Hydroqenobacter• Ce sont les premiers hydrogénotrophes 

obligatoires décrits; ils présentent en outre la possibilité, 

écologiquement très intéressante, de pouvoir utiliser 

conjointement l'hydrogène et les composés réduits du soufre. 

AutreB originalités: la fixation du COa par un mécanisme 

différant du cycle de Calvin et leur hétérogénéité génotypique 

liée (peut-être) à un mécanisme de Bpéciation géographique. La 

position de ce genre est intriguante et son elucidation fait 

actuellement l'objet de recherches menées en collaboration avec 

le Prof, Stackebrandt. 

Autre type d'hydrogénobactéries thermophileB isolé, les Bacillus 

hydrogénotrophes. On IeB isole de milieux où les conditions de 

température et d'humidité sont variables et donc l'existence de 

formes de résistance indispensable à la survie. Houe avone mis en 

évidence que, dans certains cas, les Bpores de ces bactéries 

peuvent être dispersées BUT de longues distances. Ce phénomène 

explique l'isolement d'organismes thermophileB sporulants de 

milieux "froids". Remarquons que les seuls Bacillus autotrophss 

valablement décrite sont des thermophileB. 

Comme de bien entendu, les résultats obtenus ont soulevés pluB de 

questions qu'ils n'ont apporté de réponses. A notre avis, IeB 

points suivants doivent être prioritairement élucidés : 

- Importance relative des deux typeB de lithotrophie chez les 

Hydrogenobacter, soit: utilisation de l'hydrogène et des 

composéB réduits du soufre. 

Pour cela, nous proposons de réaliser des enrichissements en 

conditions lithotrophes avec le thiosulfate comme source 

d'énergie et d'électrons, puis, sur les organismes 
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gulfooxydantß ainsi isolée, de tester la possibilité d'une 

croissance hydrogénotrophe. Il est également possible 

d'envisager des enrichissements où IeB deux sources d'énergie 

et d'électrons sont présentes, soit séquentiellement, soit 

simultanément. Dans ce contexte, il conviendrait de reprendre 

les essais de quantification des hydrogénobactérieB des milieux 

géothermaux en conditions mixolithotrophes. 

- Explication de 1'autotrophic obligatoire de ce genre et 

tentatives d'isolement de souches facultativement autotrophes, 

de type Hydrogenobacter, similaires à MF3. 

A notre avis, les deux questions sont liéeB et c'est la 

comparaison entre autotrophes facultatifs et obligatoires 

appartenant à une même espèce qui nous permettra le plus 

facilement de comprendre les causes de 1'autotrophic 

obligatoire. Nous avons déjà, au point 1.6 du chapitre VB, 

proposé quelques méthodes d'enrichissement d'autotrophes 

facultatifs; il conviendrait ensuite d'effectuer une étude 

enzymatique détaillée des souches isolées en se penchant plus 

spécialement sur l'activité et la régulation de l'a-

cétoglutarate déshydrogénase. 

- Recherche de caractères phénotypiques permettant de distinguer 

les différentes espèces dont la définition n'est actuellement 

baaée que sur des divergences génotypiques. 

Une epéciation basée sur deB critères d'homologies ADN-ADN 

représente une situation insatisfaisante tant Bur le plan 

formel que pratique. Des différences entre les diverses espèces 

pourraient p.ex. être recherchées au niveau du spectre de 

protéines, de la composition en lipides, de la présence 

d'antigènes spécifiques stc. 

- Mécanismes de spéciation intervenant dans les environnements 

géothermaux. 
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Pour vérifier notre hypothèse d'une spéciation géographique, il 

est nécessaire d'ieoler des Hydroqenobacter d'autrea régions du 

monde, p.ex. de Nouvelle Zelande ou de8 Etats-unis (Yellow 

Stone). Une telle recherche implique une collaboration entre 

chercheurs de façon à pouvoir obtenir deB échantillons Bans 

être contraint d'aller IeB récolter sur place. Dans un deuxième 

tempe, cette problématique devrait être étendue à d'autres 

genres de bactérieB isolés d'environnements géographiquement 

distants, en commençant peut-être par les Thermue. 

- Position taxonomique du genre Hydroqenobacter. 

Nous l'avons dit, ce problème fait actuellement l'objet d'une 

collaboration entre notre laboratoire et celui du Prof.' 

Stackebrandt. Du résultat des analyses d'ARN 16S dépendront les 

recherches complémentaires à entreprendre. 

- Recherche de nouvelles hydrogénobactériea n'appartenant ni au 

genre Hydroqenobacter, ni au genre Bacillus. 

De telles bactéries existent peut-être, mais les conditions 

d'enrichissement devront peut-être modifiées pour pouvoir les 

isoler. Il conviendrait en tout premier lieu de réduire la 

pression partielle d'oxygène à laquelle les organismes sont 

soumis lors des enrichissements et des cultures subséquentes. 

- Etude "in situ" de la population bactérienne des milieux 

étudiés. 

Dans une première étape, une observation au microscope 

d'échantillons d'eau serait intéressante. Ultérieurement il 

Berait Bouhaitable de mettre incuber dea lames en verre 

directement dans les eaux étudiées puis de les observer en 

contraste de phase. 
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Divers points laissés en suspens dans ce travail devraient 

également être résolus: 

- Localisation de 1'hydrogénase de Bacillus tuBciae. 

Nous avons suggéré une localisation périplasmique de cet enzyme 

(chapitre VIA, point 1.7}. Il conviendrait de vérifier cette 

hypothèse en mesurant l'activité de !'hydrogénase dans des 

protoplastes. 

- Etude du pigment hydrosoluble jaune produit par Bacillus 

tusciae. 

- Tolérance au borate des organismes thermophiles, voir chapitre 

VA, point 11.2. 

Nous espérons vivement que ces quelques suggestions, la liste est 

loin d'être exhaustive, pourront être utiles a tous ceux qui 

désireraient poursuivre des recherches plus avant dans cette 

voie. 
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Annexe : 

tableaux 1-35 



Tableaux 1 à 9 : 

Ceractérisation physicochimique dea sites de prélèvement 

de la région de Larderello (principalement, solfatare de 

San Federigo). 

La position des sites étudiés (No 1 à 11) est repérée sur 

la Figure 4 et les photos 2 à 9-
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Lépende du Tableau 2 

* - * * • 

1-11 

I 

II 

III 

IV 

: cf Tableau 1 

: Islande 

: Japon 

: Mammoth, Yellowstone 

: Utah 

eaux the rma le s 

V : R i v i è r e Glornma, Norvège 

VI : M i s s i s s i p i , Lou i s iane 
eaux f r o i d e s 

I -VI : T ' a p r è s Cas tenholz (1969) 

nd : Hon dé te rminé 

t r Trace 



TABLEAU 3 

Dosage minéralogique qualitatif 

pyrite 

quartz 

rauacovite 

phengite 

gypse 

fluorapatite 

zoiste 

microcline 

4 5 6 9 11 

+ + + + 

•+ •+ + + + 

+ + + + 

+ + + 

+ + + + 

+ 

+ 

+ 

TABLEAU 4 

Quantification en % dea minéraux 

quartz 

pyrite 

phyllosilicates 

non dosé 

4 

47 

14 

16 

23 

5 

33 

7 

14 

46 

6 

46 

24 

19 
11 

9 

65 

7 

-

29 

11 

29 

0.5 

22 

48,5 
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TABLEAU 7 

C o n c e n t r a t i o n en hydrogène e t oxygène d i s s o u s mesurée 

dans des eaux fféothermales 

02 dissous 

<mg/l> 

H2 dissous 

^1/U 

9 

2.2 

0.2 

5 

1.0 

50 

s 

0.2 

b 

0.86 

TABLEAU 8 

Taux c o n s t a n t d ' a c t i v i t é de consommation d 'hydrogène dans des 

eaux géo the rma le s i ncubées à 60 C, avec ou sans oxypène Ç"lH2/h] 

avec 02 

sans 02 

1.9 

11 .5 

9.7 
1.7 

5.4< 16.25* 

a : Washburn Pool B (Yellowstone) 

b : Lemonade Pool (Yellowstone) 

* : Hydrogénase ^AL H2/h) 

82 C, pH 7 d'après Schink 

400C, pH 2.5 et al. (1983) 



TABLEAU 9 

Estimation du nombre de germes (MPH) et de la teneur en ATP 

1 

1.1 

1.2 

1.3 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

S 

9ß 

9b 

10 

11 

2 

1.1 

1.2 

1.3 

2 

3.1 

3.2 

4-1 

4.2 

5.1 

5.2 

6.1 

6.2 

7 

8 

9.1 

9.2 

9.3 

9.4 

10.1 

10.2 

11.1 

11.2 

(eau) 

(sédiment) 

(eau) 

(sédiment) 

(eau) 

(sédiment) 

N 

K 

N 

A 

A 

A 

A 

N 

A 

A 

A 

N 

A 

A 

A 

N 

A 

N 

A 

N 

A 

A 

3 

750C 

750C 

750C 

750C 

750C 

750C 

750C 

Î5°C 

750C 

75°C 

750C 

750C 

550C 

550C 

750C 

750C 

550C 

550C 

750C 

750C 

550C 

550C 

4 

250 

25000 

95000 

0 

0 

2500 

250 

250 

0 

0 

40 

40 

2500 

250 

0 

0 

450000 

2000 

0 

0 

15OO 

9500 

5 

? 

27.5 
19.2 

126.7 

? 

nd 

25.5 

0.6 

nd 

439.7 

750 

5 

24.1 

3.2 

86.7 

1 : numéro du s i t e 
2 : numéro de l ' é c h a n t i l l o n . Sans préc is ion , i l s ' a g i t 

d'un mélange d'eau e t de sédiment 

5 : conditions de cu l ture N : milieu minéral de base pH 7 

A : milieu minéral de base pH 3.5 

4 : MPN/100 ml (mg) 

5 : concentration en ATP (ng/ml -mg-) 

nd : non détecté 

? : valeur aberrante 



TABL2AI) 10 

e n r i c h i s s e m e n t s e t i s o l e m e n t s e f f e c t u é s dans l a zone géo the r roa la 

de L a r d e r e l l o 

e 

1-1 

1.Z 

1-3 

1.4 

1.5 
• 1 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9e 
9b 
10 

11 

-Q1. 

12 

13 

14 

16 

17 

18 

20 

21 

b 

98 ,7 

64 

70 ,2 

6 3 , 3 

6 0 , 7 

69 ,7 

64 ,2 

76 ,4 

82 ,2 

99 

61 

3 7 , 3 

9 3 , 3 

55-60 

86 

42 

25 

92 

4 4 , 5 

4 3 . 5 
70 

65-90 

60-70 

45 

25 

45 

C 

6 

7 

6 ,2 -

6 ,2 -

6 ,2 -

2 , 8 

2 , 8 

5 ,6 

3 ,4 

4 , 5 

2 , 8 

2 , 1 

6 , 3 

4 , 5 

6 

2 - 2 , 

3 , 5 

7 ,01 

6 , 5 -

6 . 5 -

7 

2 

5 

5 ,5 

5 ,5 

4 

6 

6 

6 

5 

6 

6 , 

5 

5 

5 

7 

7 

d 

T3 

+ 

T4 

T5 
-
-
-
P4 

-
-
-
-
pg 

+ 

-
T2 

T22 

T22b 

P10 

-
T12 

T14 

-
T171 

T181 

T201* 

T201b 

T202 

T202b 

TZI 

T21b 

a : numéro de l ' é c h a n t i l l o n 

b : t empé ra tu r e ( C)I au moment de 

c : pH J l ' é c h a n t i l l o n n a g e 

d : p r é s e n c e d ' h y d r o g é n o b a c t é r i e s , 

é v e n t u e l l e m e n t code de l a souche 

i s o l é e s ; l e symbole " b " a j o u t é 

a p r è s l e nom de code s i g n i f i e que 

l ' é c h a n t i l l o n a é t é p a s t e u r i s é 

avan t d ' e t r e mis en c u l t u r e 

* : 201 ] e n r i c h i s s e m e n t en 

201bJ m i l i e u n e u t r e 

202 1 e n r i c h i s s e m e n t en 

202bî m i l i e u a c i d e 



TABLEAU 11 

Llate dea souches isolées ailleurs qu'à "Larderello" 

S i t e 

S t u f e de N e r o n e d ) 

Agnano(1 ) 

Agnano 

Agnano 

Agnano 

Agnano 

Vesuve(2) 

E t n a ( 2 ) 

G e y s i r ( 3 ) 
Lac Myvatn(3) 

HeimaeyO) 
K l e p p j a r n s r e y k i 

K r i s u v i k ( 3 ) 

Hve rage rdh i (3 ) 

- (3) 

Temp 

500C 

500C 

5O0C 

600C 

500C 

500C 
•> 

? 

550C 

650C 
•? 

800C 

500C 

1000C 

750C 

66 ,5°C 

640C 

PH 

n e u t r e 

n e u t r e 

n e u t r e 

n e u t r e 

n e u t r e 

n e u t r e 

5-6 
? 

9 .4 

5,5 
n 

8,8 

6 ,6 

8,4 

8.9 

7 ,9 

5,5 

Souche i s o l é e 

061* 

081* 

091* 

102 

111* 

121* 

144 

MP3 

G3 

Hy4 

He3 

Re3 
K6 

E3 
ES 

E9n 

211 

* : souches perdues ultérieurement 

(1) Pig. 6 

(2) Pig. 1 

(3Ï Pig. 7 



TABLEAU 12 

Origine et % G + C dea souches d'HydroRenobacter étudiées 

Souche 

TH 
Ti 
T4 

P9 
F10 

F4 

T1J 

KF5 

T5 

T171 
T181 

T191 
102 

HvH27 

H-1 

TK-6 

TK-H 

TK-G 

Z-829 

S i t e 

H 
1.1 

1.3 

9a 
0 

4 

13 
Etna 

1-4 

17 
18 

19 

de pré lèvement 

Agnano 

H v e r a g e r d i - H e n g i l l e t 

Borg 

Mine 

s r f j ö r d u r , I s l a n d e 

I z u , Japon 

Kan-nawa, Kyshu, Japon 

Yufuin » Kyushu * Japon 

Uz on g e y s e r , Kamtchatka, URSS 

K> G + 

40.3 
39-9 
40.1 
39.9 
39.8 
39.0 
37.8 
38.6 
37.8 
38.1 
37.7 
38.4 
38.1 
37.6 
38.5 
38.3 
36.0 
38.4 
37.5 

C 

38.6* 
43.7* 
43-7* 
43-9* 
39-41* 
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TABLEAU 15 r 
î • « 

Essala de croissance da souches d'Hydrogenobacter, en conditions 

HZ-lithotrophes, sur milieu minéral solidifié avec Relrite 

Concentration 

gelrite 

8 

8 

10 

8 

12 

(g/D 
en Concentration en 

cation (g/1) 

_ 

1g Cacl2 

2g CaCl2 
0.4g KgS04.7H20 

0.4g MgS04.7H20 

Allure du 

gel 

très mou 

très mou 

très mou 

solide 

solide 

Croissance 

+ 

+ 

+ 

-

-

TABLEAU 16 

Températures cardinales de croissance ("C) de souches d*Hydrogeno-

bacter déterminées en conditions H2-lithotrophe3 avec un incuba­

teur à gradient de température 

P10 

TK-6 

Z-829 

H-I 

T171 

Temp. m 

52 

45 

50 

50 

50 

in. Temp. opt. 

75 

70-75* 
70* 

74-76* 

70 

Temp. max. 

86 

80« 

80 

82* 

80 



TABLEAU 17 

Tolérance BU borate dea Hydrogenobacter 

DO finales obtenues, en fonction de la concentration en borate 

dans le milieu (resultata normalises). 

Borate 

0 

3 
5 

10 

(g/1) A. e u t r o p b u s 

1 

0 .024 

-
-

H-I 

1 

0 . 6 2 

0 . 1 6 

0 .01 

TK-G 

1 

0 .82 

0 . 5 6 

0 .02 

Z-829 

1 

1 

0 .68 

0 .06 

T5 

1 

1 

0 .16 

0 .013 

T171 

1 

0 .79 

0 .63 

0 .08 

TABLEAU 18 

Résumé des caractéristiques de croissance de la souche T3 
cultivée en conditions llthotrophea 

Source(s) d énergie 
et d ' é lec t rons 

H2 

Thiosulfate 

H2 + Thio. 

taux de 

croissance 

0 . 3 
? 

0.67 
0.3 

a c t i v i t é 
hydrogànase 

1.85 0/rng 
0 

1.7 0/ng 

remarques 

croissance non exponen­
t i e l l e , accumulation 
t r a n s i t o i r e de soufre. 
courbe biphasique, 
valeurs de u avant et 
après épuisement du 
th iosu l fa te 



TABLEAU 19 

Activité de 1'hydrogénase à 50 C (U/ms) des'Hydrogenobacter 

cultivés en conditions H2-lithotrophea 

Souche 

T5 

T13 

T171 
T181 

MF5 

T4 

T191 

a c t i v i t é Hase 

0.53 
0.9B 

0.98 

0.79 

O.96 
0.61 

0.66 

TABLEAU gQ 

Localisation de l'hydrofiénase 

activité hydrogénasique (U/mg) 

Souche fraction totale fraction soluble fraction membranaire 

KP3 O.52 0 1.67 (80%) 

T3 1-78 0.11 (2.47é) 2.5 <85?S) 

TABLEAU 21 

Activité de phosphoribulokinase (U/mg) chez les Hydrogenobacter 

cultivés en conditions H2-lithotrophea 

Souche 

Aquaspi 

MF3 

T171 
H-I 

T3 
TK-6 

Z-829 

r i l l u m auto t r o p h i cum 

a c t i v i t é PRK 

1.04 
0.0087 

0 

0 

0.00B 

0 

0 



TABLEAU 22 

Caractéristiques des souchea Z-809 et MF3 

Sources de carbone : 

acétate 

butyrate 

malate 

pyruvate 

succinate 

alanine 

arginine 

aaparagine 

glutamate 

phenylalanine 

proline 

eellobioae 

fructose 

glucose 

maltose 

mannose 

saccharose 

éthanol 

glycerol 

Sources d'azote : 

ammonium 

urée 

nitrate 

nitrite 

N2 

optimum de : 

température 

pH 

2-809(1) 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

-

-

-

-

-

-

-

-

+ 

+ 

+ 

-

-

760C 

7 

MP3 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

-

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

-

-

-

700C 

7.4 

(1) D'après Savel'eva et al. (1982) 



TABLEAU 23 

Rendement de croissance avec thioaulfate 

Souche 

Thiobacillus A2 (1) 
Th. neapolitanus (1) 
Th. ferrooxidans (1) 
Th. den i t r i f icans (1) 

Paracoccua dèni t r i f icans 
HydroRenobacter 

(2) 

(g/mole) 

6 .4 /7 .0 

7-7/6.3 
7 . 5 
11.4/10 

14.7 
4 . 5 
10 

{accepteur» N03 ) 
(accepteur» 02) 

(1Ï Kelly (1982) 

(2) Friedrich et Mitrenga (1981) 
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TABLEAU 26 

Origine dea hydrogénobactérias à spora ovale 

Souche 

T2 

T201 

T202 

T21 

T21b 

T22 

T22b 

S i t e H0 

11 

20 

20 

21 

21 

11 

11 

Temp. 

42 

25 

25 

45 

45 

25 

25 

(0C) pH 

2 - 2 , 5 

2 . 5 

2 , 5 
4 , 0 

4 , 0 

3 ,5 

3 ,5 

TABLEAU 27 

Sources de carbone et d'énergie des souches è spore ovale 

a c é t a t e 
b u t y r a t e 

o < - c é t o g l u t e r a t e 

m a l a t e 

malona te 

o x a l o a c é t a t e 

s u c c i n a t e 

L - a r g i n i n e 
L - a s p a r a g i n e 

L - a s p a r a t e 

L - g l u t a m a t e 

i s o l e u c i n e 

v a l i n e 

b u t a n o l 

é t h a n o l 

phéno l 

p ropano l 

T2 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

-

-

-
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

T201 

• +-

+ 

+ 

-

-

+ 

+ 

-

-

-
+ 

-
+ 

+ 

-
+ 

-

T202 

+ 

+ 

4 

* • 

+ 

+ 

+ 

-
+ 

-
+ 

+ 

-
+ 

+ 

• 

-

T21 

+ 

+ 

+ 

+ 

-
+ 

+ 

-

-
+ 

+ 

+ 

-
+ 

+ 

+ 

-

T21b 

+ 

+ 

+ 

-

-

+ 

+ 

-

-

-
+ 

+ 

+ 

+ 

-

+ 

-

T22 

+ 

+ 

+ 

• 

+ 

+ 

+ 

-

-
+ 

+ 

-

-

+ 

-

+ 

-

T22b 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+-

+ 

-

-
+ 

+ 

-
* 

-
+ 

+ 



TABLEAU 28 * 

Localisation da l'hydroffénasa de la aouche T2 (Bacillua tusciae] 

cultivée an conditions H2-lithotrophea 

Fraction totale 

Fraction soluble 

Fraction membranaire 

Hydrogenase (U/mg) 

2,51 (100 %) 

0 

4,38 (93,5 %) 

Malate déshydrogénase (U/mg) 

0,65 (100 %) 

0,99 (82 JS) 

0,09 (6,7 %) 

TABLEAU 29 

Analyse dea acides praa de la souche T2 (Bacillua tuaclae), 

composition an % 

iso C U : 0,2 

iao C15 : 0,3 

anteiso C15 : 5,2 

n C16 : 2,7 

iso C16 : 28,4 

iso C17 : 3,4 

anteiao C17 : 47 

anteiao C19 : 1,1 

inconnu : 5,5 

somma des minipica : 4,9 



TABLEAU ?0 

Pourcen tage d 'homoloRie ADK - ADH e n t r e l e s d i v e r s e s souches 

d ' h y d r o g é n o b a c t é r i e s è spore ova l e 

T2 

T202 

T21 

T201 

T21b 

T22 

T22b 

T2 

100 

90 

81 

67 

T202 

1 0 0 

100 

63 

T21 

100 

40 

T201 

100 

52 

T2 lb 

100 

100 

T22 

100 

100 

T22b 

100 
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TABLEAU 32 

O r i g i n e d e s h y d r o f t é n o b a c t é r i e s è s p o r e ronde 

S o u c h e s 

T2-11 

G3 

He3a e t He3b 

R2 

B a c i l l u s s c h l e g e l i i 

s o u c h e t y p e DSM 2000 

o r i g i n e g é o g r a p h i q u e 

San F e d e r i g o s o l f a t a r e , p r è s de M o n t e r o t o n d o 

M a r i t t i m o , p r o v . G r o s s e t o ( I t a l i e ) 

G e y s i r champ g é o t h e r m a l ( I s l a n d e ) 

E l d f e l l v o l c a n , Heimaey, Vestman 

I s l a n d s , ( I s l a n d e ) 

A i r a u - d e a s u s de Neuchf i te l ( S u i s s e ) 

Lac "Le L o c l a t " , p r è s de S t - B l a i s e 

( c a n t o n de N e u c h f i t e l , S u i s s e ) 
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TABLEAU 34 

Pourcentage dthomologie ADN - ADN dea diverses souches 

d'hydrogénobactéries è spore ronde 

DSM 2000 

R2 

T2-11 

He3a 

He3b 

03 

DSM 2000 

100 

93 

88 

76 

88 

90 

R2 

100 

91 

T2-11 

100 

He3a 

100 

He3b 

100 

81 

G3 

100 

TABLEAU 35 

Minima et maxima de croissance de divers Bacillus 

B. 

B. 

B. 

B. 

B. 

B. 

B. 

tusciae 

schlegelii 

acidocaldarìua 

atearothermophilus 

licheni formis 

circulans 

coagulens 

Temp. min. 

45 

50 

45 

30-45 

15 

5-20 

15-25 

(0C) Temp. max. 

60-65 

75 

70 

65-75 

50-55 

35-50 

55-80 

(0C) 



Annexe : 

figures 1 - 23 
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Fipure S 

Consommation d'hydrogène dans les eaux Réothermales 

du site 9 < Fig. 4), incubées è 60°C 

H 2 dissous [>ji/l J 

35 -

30 

25 -

20 

15 -

10 -

0 

HgCl2 

0 10 20 30 £0 50 60 
Temps [min ] 

: anaerobi e 

A O O : aérobie 

C : contrôle 



r i sure 6 

évolution des enrichissements effectués à San Federigo en 
fonction des conditions de pH et de température 

Temp.C°c) 

100. 

90 

80. 

70 

60. 

50. 

40. 

30 

201 

~K : Isolement d'hydrogénobactériea poss ib le 

Vy : Pas d'hydrogénobactêries i so lées 



Figure 7 : Localisation dea points de prélèvement de la région de Naplea 
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F 1 S u r a 9 

Diatribution géographique des Hydrogenobacter 

^ - • - « * * * 

<Tt 
•« . , »... 

Cg<o 

.- D 

'0 y 

^ S 7 V 



Figu re 10 

Dendotçramine basé sur l e s homologies Al)K-Al)N des 

Hydroftenobacter, données dans l e t a b l e a u 1>-

L ' é c h e l l e i nd ique l e s p o u r c e n t a g e s d 'homologie 

ri 
P S l î S I s t I 1 à * i P § = i P P a 
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Figure 12 

Optimum de température de la souche P10 (Hydrogenobacter), 

cultivée en conditions H2-lithotrophe3 dans un incubateur 

à gradient de température 

.15 

.10 

.05 

DO 

60 70 80 90 
Têmp.r 



Figure 13 

Optimum de pH de Ia souche MF5 (Hydrogenobacter) cultivée 

en conditions hétérotrophes 

0.2. 

0.1 



Figure 14 

Croissance de Ia aouche T3 en conditions lithotrophea (thlosulfatej 

2.0 DO 

1.0 _ 

0.1 J 

36^ 

24 

ConcimM I 

12_ 

Oj 



Lépende de la Figure 14 

densité optique 

concentration en thiosulfate 

concentration en Bulfate 

concentration en soufre 

Les flèches signalent les ajustements de la vitesse d'agitation 

(rpm) ou de la concentration en oxygène dans la phase gazeuse (%). 

+ 
O 
• 



Figure 15 

Croissance de le souche T? en conditions mixolithotrophes 

(thiosulfate et hydrogène) 

100 „ 
DO 
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0.1 J r 
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6 12 
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20 

18 
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Figure 16 

Activité de 1'hydropenaae en fonction de la température 

3 

2. souche MF3 (Hydropenobacter) 

A[u/ng] 

1 1 i 1 ^ 

20 30 40 50 60 70 80 
Temp.[°c] 

3 

2 aouche P10 (HydroRenobacter) 

1. 

A[u/ng] 

~~~2Ö 30 40 50 60 70 So" 
Temp. [0C ] 



Figure 17 

Mécanisme de fixation du C02 chez lea Hydrogonobacter 

citrate 

3PGA 

succinate 

CO 2 

CO 2 

carbohydrates 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

e 
9 
10 

11 

ATP citrate lyase 

Pyruvate synthase 

Phoaphoénolpyruvate synthase 

Pyruvate carboxylase 

Halate deshydrogénase 

Fumarase 

Fumarate reductase 

Succinyl CoA synthetase 

c<-cétoglutarate synthase 

Iflocltrate deshydrogénase 

Aoonitase 

PEP : Phosphoenolpyruvate 

PQA : Acide 3-phoaphoglycérique 

D'après Shìba et al. {1985) 



Figure 18 

Comparaison entre chinilo- et photosynthèse 

D'après Childress e t a l . (1987) 

PHOTOSTWTHtSE CHIMlOSVNTHtSf 

4 )% 
^ # 

CMl OAOPOSTES 

SULFURE 
f V ^ - Ì £ V DHYDROGe1Nt 

LES SULFURES 

CARBONE FIKf 
(SUCRES. GRAISSES. ADrOES AMiNESI 

- LA P H O T O S Y N T H È S E CT L A C H I M I O S ï - N T H Ê S E : I t i w u r r a d-tno?.« difTetent, 
mait le protestât de (ransformalioa « let produits finaux ion i let mimet. D t M la 
photoirnthesc, U lumière est ibierbe« par I d chloroplaxte* de la plante Cl U carbone « 
fixe c r * « an cycle de Calrtn ; ce processus tiWre d a were», des m s l i i r a cruses cl dei 
acido amiaet coi tool Incorporei dtns la chaîne alimeataire. dex ncrt»Tercs jusqu'aux 
eamlreret . Dani la cfaiminrnihèse. l'energie e « fourni« par le cuIfure d-hydraeênc ont 
s'echippe de* «oorcci du fond orânicue. I l c u absorbe par de* bactéries libres cl par k 
»er »ableole. par » e m p i e i le solfare CJI iraniportc jasqn'aui bactéries endoiTmbioUouc*, 
«y II est e « ï « « f o u r n i l l ' inertie nécesuire au eyele de Cal . in . L a produits finau. entreni 
•lors d in t la cha.ne al>mtnin<re, p i u a n i dirceicment de carni»orci d'ordre inférieur i ecus 
rt'nrdrr luncneur. 
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Figure 20 

Optimum de pH de la aouche T2 (Bacil lus tuac iaa) , 

cu l t ivée en .conditions H2-lithotropheo 
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Figure 22 

Dendogramine basé sur 

a) les caractéristiques phônotypiques 

données dans le tableau 27 (distance 

de Sorgel) 

b) les homologies ADN-ADN données dans 

le tableau 30 

des hydrogénobactêries à spore ovale, 

Bacillus tuaciae. 

L'échelle indique les % d^omologie. 
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Figure 23 

Dendograimne basé sur 

a) lea caractéristiques phénotypiques 

données dans 'la 1Stableau 33 (distance 

de Sorgel) 

b) lea homologies ADM-ADN données dans 

le tableau 34 

des hydrogénobactériee à spore ronde, 

Bacillus Schlegel!!. 

L'échelle Indique les % d'homologie 
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Annexe : 

photos 1 -14 



Photo 1 

Prélèvement d'un échantillon de gaz au-dessus du s i t e 3 

PJF 



Photo 2 

Si te 1.1 

Photo 4 

Sit« 5 



Fhoto 5 

Sit» 4 

Fhoto 6 

S i te 6 
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Photo 7 

Site 7 et 8 

Photo 8 

Site "Q" 

Photo 9 

Lago 



Photo 10 

Hydrogenobacter, souche T3 : contraste de phase 

^ ' Acs > "-I 

Photo 11 

Hydrogenobacter , souche T13 ! c o n t r a s t e de phase 

Le t r a i t représente 10 À"^ 



Fhoto 12 

Hydrogenobacter, souche KF3 : coupe, x 120.000 

L 

a : membrane cytoplasmique 

b : couche de peptidoglycane 

c : membrane externe 
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Photo 13 

B a c i l l u s t u s c i a e , souche T2 : c o n t r a s t e de phase 

Le t r a i t r e p r é s e n t e 10 u(*\ 



Photo 14 

Bacillus schlegelii, souche R2 : contraste de phase 

Le trait représente 10 /,*<* 


