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I INTRODUCTION

A EEEER NN NRE]

Le groupe des hydrogénobactéries est défini eur lg base de le
capecité phyeiologique & utilieer 1'hydrogéne comme donneur
d‘électrone et le gaz carbonique comme eource de carbeone, en
conditions edérobies. Ce eont donc des chimiolithoautotrophes. Ces
hydrogénobactériees - sensus stricto - sont différentes des
bactéries qui peuvent utilieer l’'hydrogéne an conditions aérobles
mais sana fixer le COa (Azotobacter, Entérobacteriacées...).
Ellea différent également des bactérier qui utilisent l1l‘hydrogéne
en conditicne anaéroblee avec le sulfete ou le COa comme
accepteur d’'dlectrons (Desulfovibrio, Cloetridium aceticum,

Acotobacterium woodi, Methanobacterium thermoautotrophicum...).

A l‘origine, les hydrogénobactériee ont 6té regroupdee Eene le

genre Hydrogenomonae. Avec la deecription d'un nombre croieecant

de souches, il eet apparu que ce groupe &tait hétérogdne et que,
deane la plupart dee cae, lee espdces individuellee devailent Btre
placées dane des ganres préexistante de bactéries hétérotrophes

(Peaudomonaa, Alcaligenee, Aguaepirillum etec.). Le genre

Hydrogenomones & donc Afi &tre rejetd (Davie et al. 1569). Dee

études morphologiquee (Aragno et al. 1977, Walther-Maruechst et
al. 1977) ainei que l‘'isolement &’'hydrogénobactdrias appartenant
i d'mutree groupea taxonomigquee ont confirmé cette diversité,

Les derniéree monographiea peruee sur les hydrogénobactéries eont
callee d'Aragno et Schlegel (i981) - taxonomie et écologie - et
de Bowien et Schlegel (1981i) - phyeiologie -.

Lee hydrogénobactéries eont donc, texonomiquement, un groups plue
dispereé et moine spécialied qua lae autrae groupes de hactérics
lithotrophea: bactériee nitrifiantes, faerro et eulfooxydantes.
Elleas e‘en dietinguent é&également par l'abeence de ayetdmee de

membranee internee (adaptstion aetructurelle A ie vie antotrophs)



ainel que par leur développement de préférence hétérotrophe.

Lee hydrogénobactériee sont des sutotrophees facultmtifs dont le
crolesance eet générelement meilleure sur des composée organiques
(Rittenberg 1969). On ne connelessit pas dene ce groupe
d'autotrophes obligstolres. De plus, elore que lee donneurs
inorgeniquee d‘électrons eont généralement disponibles en
quentité spprécieble, i‘hydrogéne esemble n’d@tre présent qu's
l'état de tracee dans 1a plupert des environnemente neturels. Il
ne peut pourtsnt &tre utiliséd qu‘esu-dessue d‘un seulil de
concentration velent de 1-10 nM pour ls plupert des &ouches
6tudiéden {Conrad et al. 1983a), soilt plus que ls concentrstion en
hydrogéne megurée dans les so0lé et les eaux ou en équilibre svec
l’atmoephdre (Conred et Seiler 1979, Conrsd et sl. 1983b).

Sur lea bace de ces constatations, l'utilieation aérobie de
l/hydrogéne apparait comme un phénoméne peu fondamsntel.
Cependant, 1‘exprescion de ce métabolieme chez des bectériee
sussl diverees implique néceseairement que celui-cl a une
significeticn réelle dans certainee conditions: 11 convient donc
de chercher leequelles.

Il exlete au moine deux types de situatione ol l'utilieation de
l'hydrogéne s'avére significetive: lors de les crolseance en
conditione mixotrophee et dans lee - rares - milieux richee en
hydroganea.

- Croiseance en conditiona mixotrophee
De nombreusee bectéries sont capablese d‘utiliesr de maniére
conjcinte une eource de carbone orgenique et un donneur
d'électrone inorganique; cette poseibilité exiete également
chez lee hydrogénobactdries {Rittenberg 1969). Les implicatione
physiclogigues de ce métabclieme (taux d'activités
enzymetiquee, réguletions...} ont été& é&tudiées de meniére
détaillée chez une hydrogénobactérie mésophile, Agquaspirillum
autotrophicum {Faenacht 1987). Quent & l’svantege écologique
inhérent & un tel métsbolisme, il & été mis en exergue a



plueieure repriaea (Gottachal at Kuenen 19805 b, Beudecker et
Bl. 1982, Huenen et Gottachal 1982, Kuenen et Robertecon 1984
entre sutree).

Milieux riches an hydrogéne

Leg concentratione en hydrogéne mepurdeg dane lee eole et les
saux sont des veleure moyennes, temporellement et
géocgraphigquement. Ellee nfexcluent ni l’exietence de
microenvironnemente richee en hydrogéne ni l'epparition
tranpltoire de concentraticns plue élevéee.

On meeure p.ex. de fortes producticne d'hydrogéne dane les
décharges ol 1la matiére organique eet décompopée eous dee
conditions de diffusion restreinte d’'oxygéne (Gandolla et al.
1982, Gandolla et Grabner 1983, Glaueer et al. 1987). Lz phaae
traneitoire de dégagement d'hydrogéne e’'sccompagne de la
production de nombreux composes organiguems volatile
malodorante. Cee mauvaleee odeure peuvent &tre éliminéer en
dépoeant sur la décharge une couche de terre de 30-50 cm
{(Gandolla et al. 1986). Ce wol permet 1'établieecement d'une
population de bactéries aérobiee gul vont oxyder lee prcduite
volatile et lep gaz, dont 1'hydrogéne, iesus de la zone
enaérobie gous-jecente. Ougnsni et al. (1986) ont montré que
dane ces conditione i1 y aveit établisrement d‘une importante
populetion d'hydrogénobactérien.

Lee interfacee entre zonee riches en oxygéne et zonee eane
oxygéne (zonee oxigquee et anoxiquer) apperaieeent d‘aillleurs,
d‘une fagon générale, comme trée proplcers au déveleppement des
hydrogéncbactériesn.

On oheerve également 4’'importants dégagemente d'hydrogéne au
voleinage dee fixateure d'azote (Hayetead et al. 157C). Ceux-ci
poeeddant généralement des hydrogénasee leur permettant da
récupérer cet hydrogéna. Cette récupération s le triple
avantage d’'emp8cher une inhibition de la nitrogénaee réductase
par l'hydrogéne, d'sbaieeer la concentration en oxygéne au
voleinage du fixateur et de fournir de l’'énergle (Oixon 1972).
De nombreux fixateurse d‘szota eont cependant dépourvus



é'hydrogénsee (Hup-) eanc¢ pour sutant gue l‘on détecte de
l'hydrogéne & leur proximité (Schubert et Evane 1976, Uratesu et
al. 1982). On peut suppoeer gue l'hydrogdéne eet coneommé psr
dee hydrogénobsctériee gui établireient une relstion
syntrophique avec les fixsteure d‘mzote; eymbioee comparable &
celle gui e’établit en conditione anaérobiee entre acétogénce
et méthanogdnees (Wolin et Miler 1982, Conred et al. 1985b).

On conetate done que les hydrogénobectériee ont un effet indirect
sur le bilan globsl de l'hydrogéne; plutdt que de consommer les
treces d'hydrogdne préeentes dane l'atmoephiére, les sols ou les
esux, elles vont ee développer A proximité immédiete de zones
riches en hydrogéne: perticulee en décompoeition, interfaces
entre zones oxiguee et anoxiquee, fixsteure d'szote etec., Leur
feculté de se développer an conditione mixotrophee leur permat
d/utiliecer au mieux cee apporte traneitoiree ou/et locelieés.

Récemment, on e prie conecience de l‘exietence d‘un autre type
d'environnament potentiellement favoraktle aux hydrogénobactériee:
les milieux géothermeux. De per leur tempéreture élevée, cees
environnements eont eueceptibles de contenir d4'importantes
quentité d’'hydrogdne. A heute tempéreture en effat, l‘hydrogéne
peut 8tre produit de fegon abiotique {(D‘Amore et Nuti 1977, Kite
et 6l. 1982), On e d‘ailleure meeurd dee teneure en hydrogéne de
plusieure pourcente dene divere eites géothermaux {Gunter et
Muegreve 1966, Arnoreeon et Gunnlaugeson 1985). Contrairement &
ce gue l'on obeerve dane lee eaux ou lee eols des régione
tempéréea, on a 18 des environnemente permettant une croleeance
hydrogénotrophe en permanence. A priorl, 1l e‘agit donec d‘un
habitat poeeible pour dee hydrogéncbactériee. Copondant, diverees
ceractérietiguee vont de peir avec cette richeeee en hydrogéne:
heutee températuree, pauvretsd en matiére organigue, mangue de
divereité dee nichee écologiques, leolement géographigue et nous
lgnerions l/impect de cee différente facteure eur le
développement des hydrogénobectéries.



L'existance d‘hyd:cgénobactériaa tharmophilea aet pau documant8.
En 1982, les eeulae eapécae décritas étaient Pesudomonag
thermophila, eynonymie: Hydrogenomonae thermophilue (Mc Gee et
el. 1967, Emnova et Zavarzin 1977}, Peeudomonas

hydrogangthermophila K2 (Goto et &), 1977, 1978), Flavobacterium
autcthermophilum (Goto et al. 1977, 1978) et Becillue echlagelil
(Schenk et Aragno 1979); cette dernidre étant a4 notre

connalegance la eeule aepdce homologuée! Ce Beclllue poeait
d‘ailleurse un probléme écologigue puisque, mealgréd e¢on optimum de
tempéreture de 65°C, 1l a‘aveit ét8 1laols qgua de milieux & begee
température.

Ceapandant, la réalitéd d‘une vie 4 haute tampéreture était déjé
bien établie, eurtout depuia lee treveux de Brock qul e fait un
véritable traveil de plomnier, non eeulement en isolent et
décrivant plusieura aepdcaa da bactériee thermophilea, maie
gurtout en &‘intéreesant & leur Scophyeiologie, Depuie lors,
1'intérét pour les bectéries thermophilee ne e’'ast jemele
déranti. La découverta du "ragnae" dea Archéobactériee (Woeee et
Fox 1977, Wonee et 2l. 1978, Fox et el. 1980} gqui ccmpte de
nombreauese eepdcae tharmophilea, 1’é&tude de nouveeux
environnamente a haute tampératura comma lea "black-emokera" et
autrae menifestaticne hydrothermalae soue-marinees, le potentisl
bioctachnologique da tele organiemes ont ancore relancé cet
intér&t. Dee nombreusea &tudee réalieéme gur leg organiamaee
thermophilee noue pouvione conclure qu’il n'y evalt eucun

obatacle théorique & l/axietanca d'hydrogénobactéries
thermophilee.

L’abeence de carbone organique pouvait conetitusr un handicap
plue efrieux. Noua avona vu gua laa hydrogénobactérime décritas
juegqu‘alore n’'édtaleant gqua facultativament autotrophas at ea
développaient de préférence en conditiona mixo- ou hétérotrophes.
La quaation pe poaait de aavoir e’il exietait das
hydrogénobactériee capeblea de e’‘edspter & un environnement,
cartea richa an hydrogdna, maie trds pauvre en metidre orgenigue.
La eeul moyen d'y répondre était da tanter dea isolemante dane de

tale milieaux!



Notre problématique su début de ce travail était donc le

guivente:

- Caractérieetion dee milieux géothermaux
Notre centre d'intérét était bien entendu 1l'hydrogéne:
quantification, megure de coneommation etc. Par milleurs,
d'gutres paramétras phyelcochimigues pouvent écleirer
l7écologie Qee soucher vivant dans de tele milieux ont
égelement &té anelyeées: teneur en matidre organigue, chimieme,
température, pH... Il convensit eusgeil de quentifier
l7importance dee hydrogénobactéries dans de tele milieux ce gue
nous evone tenté d’estimer par dee numérationa.

- Isolement et caractérieation d’'hydrogénobactériee
L'étude dee milieux géothermaux ayant prouvé qu’ile
conetituaient des habitata potentiels pour les
hydrogénobactériens, nous mvone elorg tenté d'‘en isoler des
hydérogénobactéries thermophiles puis de lee caractériser.
Noue ne savione pas 8 priori quelles eepdces étaient
sugceptiblee de se développer dane de tels milieux. Sur la base
de trevaux effectués dansg Gee environnements simileiree par de
nombreux chercheurg, noug pouvione cependant formuler quelgues
hypothéees:

- Ieclement de soucheg thermophilee fortement apparentéesq &
dea espéces mésophiles déji décrites. En gquelgue sorte,
dee "variants thermophilea", eituation fréguemment
rencontrée lore d'isolement de Bacillus thermophileas,

- Ieoclement de eouche thermophiles hydrogénotrophes
apparentéee & dee espdcee hétérotrophee ou poseédant un
autre type de lithotrophie, #oit dee "variante

hydrogénotropheg”.

- Isolement de ecuches originsles, eans lien direct svec des
espédces déjd décrites, appartenant éventuellement su
"régna" dea Archéobactéries, vu l’abondante représentation
de celui-cl dane de telr milieux.



Le travall de taxonomie réalisé eur lea eouchea ieoléep devait

L 2

nous permettre de teater le bien fondé de ces trole hypothdees.

Miee en évidence de l'impect du milieu eur les carectériestiques
phyeiologiquee et phylogénétiques dee eouches leoléee.

Dene les milieux géothermaux, lee disponibilitée reletives de
ls matidre organique et de 1'hydrogéne eont 4 l/inverge de ce
que l’on observe générelement. De quelle menidre ce facteur
influence-t-il le phyeiolcgie dee hydrogénobactériee? Peut-cn
dens de tele milieux concevolr d'legler dee bactériee ee
développent de préférence en conditione hétérotrophee ou
mixotrophee, comme c’eet le cee hebituellement? Per asilleurs,
quel eet l'‘effet de la température; le concentration en
hydrogéne diesoue permet-elle une ¢roieeance hydrogénotrophe;
ltutilieation de l'hydrogdne reete-t-elle poseible aux trée
hautee tempéreture; Le cycle de Celvin eet-il encore
fonctionnel gu-dessus de 707 C?

A ces nombreusees questione eur la phyeiclogie a‘sjoutent encore
cellee sur la phylogénie. Lee milieux géothermaux exercent une
forte preeeion de sélection eur lee orgeniemee qui y vivent. De
plue, leur iec¢lement géogrsphique e’oppoee & lfaction de
mécaniemes d’évolution généralement trde répandue dens le monde
bectérien tel que le breesesge génétigue per échenge horizontel
de génee. Dene cee conditione, quele eont les méceniames de

spécletion?

Le réponsee 4 cee questione dépeeee le cedre de cette thées,
meie noue tenterone néanmoine A'epporter quelguee élémente
d'explicetion.

Ecologie de Becillue echlegelid
Incidemment, nous evone tenté de réeoudre le probléme de

lt*écologie de B, schlegelii en le recherchent eyetématiquement
dene lee milieux géothermaux qui, eu vu dee cersctérietiques
phyelologiques de cette bactérie, apparsiseent comme un type
d’environnement plue sdéquat que dee sédimente froids!



II. LA THERMOPHILIE

AkEERERERERRA KRR

Notre propos n‘eet pese de traiter de msnidre exhsuetive toue les
sepecte de le thermophilie. Noue eouhasitone seulement, dans ce
chepitre, donner guelgues informstione de base sur ls vie & heute
tempéraeture et leg¢ phénoménes qui y sont 1ié.

Seuls quelgues pointse sont donc treités et cels
superficiellement, male ces données nous ont peru néceeesiren @
une mejlleure compréhension de ce travail.

1. Quelques considérations gur les envircnnements extrémes

Ces derniéree snnéee, en méme temps qu’‘un intdrét grandissant
pour les milieux extrBmes, 1l a’est dégagé un consensue en ce qui
concerne ls notion méme d‘envirgnnemente extradmee.

Par conditions extrémes, on entend géndrslament un milieun
exergent une preeeion psrticulidrement forte sur les organismes
gui y vivent; qu’il s'agisse de fortes concentrations en solutds,
d‘une abeence presgque totale de nutriments, de températures tras
élevéee ou trde beeees ou d’'autres fecteurs.

Ls logique immédiste d'une telle définition n'exclut pas
cependant un point de vue critique. Le terme extréme pris dens
cette scception 16 n‘est-il pas trop snthropocentrigue? Tout se
peese comme gl tous les snvironnements hostiles aux &tres vivants
évolués et & l1'hommes an particulier étailant gonsiddrés comma

extreémee.

Qu‘est ce guli nous permet d'sffirmer que le strese d‘'un organieme
vivant en eeu douce et obligd de meintenir une preseion interne
bien supérieure & la pression externe est moine grend gue celui
d’un orgsnieme halophile gqui vit dans un milieu queeiment



isoosmotiqua? Dans un méma ordrs &' idéa, pcurquoi na pas
considérar comme hostiles las milieux oxygéniquea, au égard 4 ls
toxricité de l'oxygéna st surtout de eee dérivée?

On pourrait elore tentsr de définir lee milieux extr@mes comme
des milieux dene leequals prévalent dee conditions qus 1l‘on ne
rancontre gue trée rarsment. Msise alors, pourquol considérer les
peychrophilee comme des "sxtrémisetee” elore qua prés de 80 % de
13 bioephdre eet § une tempéreture de 270-280°K? (Kogut 1980).

En felt, comma le souligne Brock (1969), un environnement extréms
doit 8tre défini taxonomiquament. Quand on procdde einsi, on
e’'apergolit qu‘il y e dee miliaux ol certains groupee taxonomiquee
eont ebgants; on observe gque, soue certeinee conditions
phyeicochimiquee, ls diversité dasa sspéces diminue ds manidre
drastique sboutissant quasiment & la culture purs.

Seuls leg anvironnements & fsibls divareité tsxonomique psuvant
étra congidérée comme axtrémee, parmi sux notammant: les
anvironnemants 3 hautes températuree.

Dans cag miliaux, 1l sxiste un ou plusisurs fecteurs qui font qus
la vis, talla qu’elle & évolué sur terre, eet sgrascée et qgua las
organismae quli ont melgré tout réugsei & se dévaloppar dene cas
niches 14 ont 4G mettre au point dee etratégiss psrticuliérsa.

L‘intérdt eot, dans cartains ces, la financamsnt pour l‘étuda de
cas milisux extr@mes ont été stimulés psr ls rachasrche da vis
axtratarrastrs et lss questione sur l'origins ds la via.
Connaigsant les limites actusllass de ls vis, on sspére pouvoir
gstimer les conditions syant permis son émsrgencs. Misux on
connsitra l‘évolution terrestrs, plus on gere & méma d‘extrapolsr
st de supputsr las poaeibilités da vis extratarrsstra - étant
bien sntandu que des prassions &volutives différentsa peuvent
amaner de grendss veristions dans ls développamant dee 8tras
vivants.



2. Lee grganismes thermophilee

L'obeervetion d'une vie & haute température est ancienne. Dene
son hietoire naturells, Pline l‘ancien notait: "Dee plantes
vertee poueeent dane lee eources cheudee de Padua (Abano), on
trouve des grenoulllss dane cellee de Pige, das poilseone &
Vetulonia (Etrurie)" (Flinue Secondue Calue, Natural hietory
1944). Ferdinsnd Cohn en 1862 écrivait: "M@ma une simple
obsarvation visualle dep différantes couleurs montrg que

différantss espdces existent & différentss tampérstures de
1'aau”.

Trée t8t, les chercheure ont insilsté sur l’importance & eccorder
4 deux pointe:

- La néceeeité de montrer gue lee organiemee ee développent
réellement eaux températuree conaidéréee.

- L'‘obligation de meaeurar la température & l'endroit exect ol
l‘orgenieme eet trouvé.

Lrétude d’'organismas thermophilee est d’‘un grand intér8@t général.
Une telle é&tuda permet d'iecler de nouvellss eepdcee de bactéries
présentant souvant des particularitée métaboliguee originales,
des données phylogénétigues intéresssntes ou dee applications
industriellss utiles. Du point da vue écologigus, l’étude dee
environnememte géothermaux fournit dsa moddlese appréciés pour
leur "eimplicité".

2.1, Claggification

La cleeeification des orgenlemee en fonction de leurs
températuree cardinalee de croieeance eet aegeez embrouillée. Deux

-

faite contribuent & cette situation insatiefaieente. D'une part,
l'échelle des températures & coneldérer s'élargit § mesure gue das
nouvellee espdcee thermophilss sont décritee et gue la

tempéreture meximale pour la vie est repousede. D'autre part,
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aucuna tampdratura ne rapréaante una fron&%ﬁra Géclgive
[ CX%e - © e EEe -
permattent da adparar aana dqulvogua daux groupas de bectérias,

En 1898 déjé, Schilligar notalt 1‘é&tet ineetiafalaant da la
nomanclature concernant les orgsnismss tharmophiles. Il propeoaait
alora la tharme da tharmotolérant pour laa bactérias se
développant & la fola 4 hauta at 4 bases tampératura at résarvait
la terma da tharmophile pour laa bactérias na aa dévaloppant gqu‘sé
heuta tampérature - tout an mattant an douta l’axlatanca de tale

ordganismes!

En préa da cent ena, las découvartas d‘organiamas tharmophilas se
multiplient, laa poaeibilitée d’'uns clasgsification simpla na aa
sont pas smélioréaa. Un cartain conaansue aambla capandant s'’&tre
dégagé eutour da le définition donnés par Farrsl st Campall
(1969) eoit:

- Tharmophiles atricte ou obligatolrae: optimum vers
65-70°C, pas da crolsesanca & moine da 40°C.

- Thermophiles facultatifa: maximum vara $50-60'C,
croiasanca & moina da 30'C poseibla.

- Tharmotolérants: maximum varas 45-50°C, crolaaanca &
tempéretura ambianta poasible.

La tarma da caldoectif introdult par Williams (1975) pour
déeignar lma hectériea aa dévaloppent 4 trada hauta tampératura
étant quelgue pau contasté - et contaatebla! - on y préféra

généralement celul da tharmophila axtréma.

Imaanackl at Solnzava (1945) préconisant les tarmes da aténo at
surytharmal pour notlfier 1l’'édtandue da la gamma da tampératura
permattent la crolesanca amoit:

- EBuritharmal: organieme sa développant sur una larga
gamme de tampérature.

- Sténothermel: orgsnisme se développsnt sur una
étroite gamma da tampérature.

11



Ces clepseificaticone sont velebles pour dee procaryotee. 1l eet
évident gque guand on perle de champignone, de mouseee ou de
bactériee pathogiénes, lee limites envisegéee ne eont pee lee

mémeeg!

Toute tentative pour une nomenclature plus préciee n’cffre que
peu d'intér8t. D une part, 11 ¥y B une eérie continue de minime et
de maxima de croiepance, aucune température ne se révéle donc
d‘importance crucimle. D’autre part, certeinee expériencee de
thermeadeptation semblent montrer gu’il eet poselble de déceler
lag limites de température d’une eepdce {(guoligue une partie de
cee expériencee eclent actuellement contestéer).

L'utilité de cette termincleogile eet cependent indéniable; i1
convient eaulement de tenir compte de eee ambigliités.

3. Linitee da température

-

Aucune limite de température ne peut &tre aeeignée & la vie, dane
l+état actuel de noe connaieeancee. Cependant, il eet poeeible de
donner das valeurpg limitee approximativee pour différente groupes
taxonomigquae; eeuls quelguae repréeentante & l'intérieur da
chague groupe peuvent vivre aux températuree indiguéee, la
plupart ee développent & des températuree inférieuree.

Groupe Temp.meximale [*C)

Animaux

Poleecne et autree vertéhrée aguatiquee 38

Insectes 45-50

Ostracodee 49-50
Plantee

Plantes vaBsculaires 45

Moueeee 50

12



Groupe Temp.meximele [°C]

" .

Microorganismes eucakryotes

Protozoaires 56
Algues 55-60
Champignons 60-62

Microorgahismea procaryotas

Algues blesues (Cyanobactéries) 10-73
Bactériae photosynthétigues 70-73
Bactériee chimiclithctrophes »>90
Bactéries hétérotrophes >90
Eubactéries 95
Archéobactéries »110

Draprés Brock (1986)

Il regsort de ce tableau gue les organiames eyant lgs structures

les plus simplea aont les misux & mBme de s'sdapter sux hautea

tempéretures. Le guestion gs poss A8 esvoir €'il s'agit 14 d'une
limitetion physiologigus intrinsdgus ou d'un processus évolutif.

Il eat intéressant de remarguer i ce propos gus las plua hauts
thermophiles appartiennent & un embranchement gui s‘est aéparé
treéa t5t dens l‘'éveolution, celui des Archéobactériss.

Il est également possibls drétsblir un tsblesu donnsnt les
limites sctuellement connuea de guelguss procsssaus
physiologiques.

Processua physiclogigues Temp.maximale [’ C]
Respiration soufre »110
Photosynthése (Synechogcus) 14
Fixstion de l'azote {Mastigocladus) > 50
Fixation du COa

- Par Calvin (Bacillus schlegelii ) > 15
- Autre (Pyrodictium) »110
Oxydation mérobie de l'hydrogéna (Hydrogencbactexr) > 85
Viae 7
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La limita de 74°C pour ls photoesynthéas eembla bian établia. La
plupart dea milipux géotharmaux &tant abondamment &clairé, ce
n‘eet certea pae l'inteneité lumineues qul apparait comma un
obetacla au dévaloppement do phototrophas hauteamant tharmophilas.
On peut donc¢ suppoeer qua c¢'ast l'spparail photosynthétigue lui-
mdme gui ne psut &tre stsble & des températures élevéen, 5 moins
qu'il n’'y alt 18 une explication évolutiva. La photoaynthiaa
pourrait n’@étre appasrus qu’apréa qua les tamparaturea moyannae ea
aolant senelblament abaimaées.

Il an va paukt-dtre da m8me an ca qul concerna la fixation de
l/azote, quoiqua aucunas racharcha da fixatsure d‘azota hautamant
thermophilas na asembla avoir &té antrapriaas (4 notra connaiaeancas
du moins car il faut bien admettra qua lea résultata négatifs
sont raramant publiés!). Stavena st al. (1985) ont rapporté la
poasibllité, chez Mastigocladue laminosus, da fixer l’azota
moléculaire 8 haute températurs. Lae auteures ont démontré que cas
bactériee étalant capablas do réduire l‘ecétyldne an éthyléne &
plua da 50°C. Mia & part ce réaultat, lsa autraa tentatives
d*iecler dass fixateaura d’azota aubactériene tharmophilae &e aont
révélbea négativee, Dae eapdcae phototrophae tharmophiles comma
Chloroflaxus surantiscue ou Chromatium tepidum sont incapables de
fixer l'azote moléculsirs {Heda at Madigsn 1986, Medigan 1986}
alors méme guelles appartiennant & das groupaa ol la diazotrophia
eat tréa répandue. De fait, la tempdraturs maximale da crolesances
da Maatigocladua laminocaue (§3-64°'C) apparait égalamant comme la
températurs maximale pour la fixation de l’azote (i mama la
fixation a bien liesu jusqu’sux tampératureaa maximalae da
crolasancal). Il eat poesible que l'axpraaaion daa génaa "Nif"
aolt thermosanaible comma cela a été démontié chez Klabaiella

pnaumoniae (Postgate 1982) et gqu’il y ait une limite
phyaiologique & la fixation d’azota.

La découverta d'Archéobactériae fixatricas d’azota va paut-&tre
parmattre da rapousser cette limita. Mathmnococcua
thermolithotrophicues est p.ax. cspsbla de fixar l’azota

moléculaira & 60'C {Belay et al. 1984).
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Plue étonnente eet_ la découverte de l‘mbsence de cycle de Celvin
chez les orgsnleméi‘%?bant 4 plus de‘70:cfﬁéi le fixetion du CO2
reete poseible en deecus de cette tempéreture, c'eet per des
méceniemee dAifférent du cycle de Calvin. On peut suppoeer que leea
enzymee du cycle de Calvin eont trop thermeolabilee pour opérer en
deesue de 70°C ou qgue lee thermophilee extrémee eont d'origine
anclenne et gqu‘ile eont epparus & un moment ou le cycle de Celvin

n‘éteit pae enceore la régle. Nour redlecutercone de ce polint a
propoe de la fixetion du CO2 chez lee Hydrogenobecter.

En ce guil concerne les limiter de la vie, le déhet reete ocuvert,
La eeule ceondition fondamentele étant la présence d‘eau & l'étet
liguide, cela signifie que lee limiter de température sont lee
pelnte de congéletion et d'dbullition de l’esu, ceux-ci verient
en fonction de le preceion...

Heinen et Leuwere {(1981) ont été les premiere & montrer gu’'il
éteit poeelble de cultiver des bectériee & plue de 100°C. Per

palliere eucceeife, ile ont réueel & adapter deux eepicee de
Becillue (B.caldolyticue et B.celdeotenex) & une creoleeence &

105°'C. Il ne e‘agiseait ld gue d’une edeptetion et du reete
l'expérience n‘’a pas pu &tre répétde; meie, en 1982, Gtetter
réuseieesit & leocler, d’une evolfatare ecue-marine, dee organlemes
ee développent optimalement & 105°C. Il e'agilt d’eneérobee
etricte eppertenant au genre Pyrodictium (Stetter et al., 1983),
Bercee ot al. (1982) iecleient preeque eimultanément des
communautée bactériennee complexee capablee de poueeer rapidement
4 100°C en preduieent du méthene, de l'hydrogdne et du monoxyde
de cerbone. Dee eeeeis de culture & plue hsute température
(250°C, 265 etm.} ont été tentée avec cee mémee communeutée et
considérée comma concluante {Barcee et Deming 1983).

La validité de cee réeultate set actuellement miee en doute et
eucune confirmeticn n'e encore été epportde (Trent et el. 1984).
Toutefole, le débat set loin d'é&tre cloe.
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4. Bages moléculaires de la termophilie

Blen que le recherche dee basaes moléculaires de la thermophilie
ne fapse l'gbjet d'aucune attention particulidre dans ca travail,
il nous a néanmoine paru intéreeesnt de dresssr un bilan succint
dees connalgeances dens ce domaine. Noue nous scmmas contantés
d‘en donner un bref apergu, nécassairement eimplifid volre
lacunaire, notre unigue but é&tent d'élargir guelque peu le débat
on y introduipant des notione gui pourront &tre utiles lore des
discussions ultérieures.

Mis i part laur possibilité da ee développer 3 heute température,
les organismas thermcphiles reesemblent besucoup aux organismes
mésophllas en ce gul concarne leurs eourcaes de carbone ou
d’szote, leure voies métaboligues, leur exletence comms sérches
ou enaérobes, autotrophee ou hétérotrophes. ..

Catte parentéd & autorisé des études comparstives des différante
constituente cellulaires bhactériens isolés reepectivement chez
des méeophilae et dee thermcphlles. En prenant la préceuticn
élémentaire de comparer des ccmpoede 1eolés de "proches parants",
minimieant ainsl lrapparition de dAifférences n'ayant rien d voir
avec la thermophilie, on peut espérar mettre & jour les bases
moléculalres de la vie & haute température.

La température a un effet margué sur les propriétée phyeigques et
lee fonctione de le membrene. La plupart deg orgenismes - et pas
seulemant las thermophiles - modifient la composition de leurs
lipides membransiree en réponee & un changement de tampérature.
Cos modlficeticne ee traduisent par une veriation das
pourcentagee relatife des différenteas classes d’'aclidee gras. Si
la température sugmente, on note générslement une augmentation du
pourcentage d‘acides gras ramifids ou/et saturds ainel qu'une
augmentation de la longueur dee chaines. En cas de halsse de la
tompérature, on a lee tendancee inverees. D'autres modifications
tendent édgslement & etablliser lees membranes aux hautaes
températures comma l'anrichissement an hydrates de csrbone des
lipides polairees ou/et la préeence dracidee gras slicycligquas

p.ex. w-cyclohexyl (Langworthy et Fond 1986). Cee régulatione
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permettent de meintenir ls membrens dqps'un 6tst de fiuiditeé
guffisant pour consé?%er 1 intégrité méﬁbradﬁire, permettre les
échangses et essurer le bon fonctionnement des protéinee
memhranaires.

Sineneky (1974) a introduit le terme d‘homéoviscoeité pour
caractérisaer cette conservation de la fluidité membrenaire. Il
eet clair gue quand cette viecoeité ne peut plue Btre meintenus

- & des températures extrémes - la crolssance n'est plus
poseible. Bien que la déetabilieation de la membrans n’appareisee
pas comme la cauee principale de le diminution du teux de
croiesance aux températures suprecgptimales, elle peut expliquer
la brutsle c¢eesation de croiesance guand la température dépasae
la tempérsture maximele (Amelunxen et Murdock 1978).

Le comportement des protéinea eet un dee pointe cruciesux da
lradaptation aux heutse températures. L'hypothéee, séduipsante per
ea eimplicité, d'un facteur unique gqui etabiliserasit les
compoeants cellulairee a été catdégoriguement rejetés & plueieurs
reprisee (Koffler 1957, Koffler st Gale 1957, Amelunxen st Lins
1968} . Une sutre explicetion proposée trés tSt par lee chercheurs
egt le poseibilité d’une resynthéee rapide des composants
cailulaires détruite par la chaieur, meis cette hypothése n’‘a psas
trouvé de confirmetion expérimentals conveincantse (Zuber 197%9).
En fait, un tel mécanieme n’'est gue rarsment nécessaire car lss
protéinee leoléer 4’organismes thermophilees présentent esouvent
une résistance accrue & le dénaturstion thermale. Remarguone
cependant que cette thermostabilité se retrouve également chez
dee enzymes ipolés d’organiemes méeophiles. On & pourtent igolé
plusieurs enzymee thermolebiles chez des thermophiles (Amelunxen
et Murdock 1976). On doit dane ce cae euppoeer gque la
thermocatabilité est acquiee par interactione evec diverees
aubstances (aubstete, cofécteurs, cations, membrsnss}).

Dene la recherchs d’uns base moléculaire de la thermostabilité,
lee approches initialee ss sont centrées sur la recherche de

propriétés etructurellss caractéristiquee des protéinee isolées
d’'organismee thermophiles. Ainsd Allen {(1953) peneait qu‘slles
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étalent de peatitee telillee; Brock (1967) gu'ellee devailent leur
thermostsbilité 4 une conformation rigide et inflexible. D’autres
chsrcheurs ont comparé les compositione en scidee eminés, le
nombre de lieieons hydrophobes, le pourcentsge des différentea
gtructuree eecondeires.

Toutes ces investigations se sont révélées peu inetructivee. En
fait, la eeule ceractéristigue des protéines thermophiles eemhle
bilen &tre leur thermcatabilité!

Lees différencee entre protéinee de thermophilee et de mésophilee
eont donc trae variéee et eubtiles. Ellee impliguent probablement
l’é&chenge de qualquee ecidee gminée & des positions clé, une
répartition légérement différente dee liaieone etabilieatrices
etc.

De l’avie de nombreux chercheure, la tharmoetabilité eet acquiee
su détriment de l'efficecité cetebolique (Ljungdshl et Sherod
1976, Sundaram 1966}, d'ol des taux d’activité plue faibles gque
prévua par la loi d'Arrhénius.

Le matériel génétigque eet &galement thermcsetable, eoit
intrineéquement, eolt per etebilieation evec dee protéinee comme
pour les ribosomses (Brock 1967, Sunderam 1986). L‘augmentetion du
pourcentege guenine + cytoeine en fonction de le tempézeture
6tebli chez lee Bscillue (Stenesh 1976) ne e’eet pas vérifié chez
lee autres groupee.

En résumé: Lee organiemee thermophilee ont un métebolisme adapté
aux hautes tenpératures. Ile ne se contentent paes de eurvivre ou
de "vivoter" péniblement dane des conditione extr@mee, i1le y scnt
optimalemant adaptée. Grlice 4 dee changements minimee et non
uniformee, leure conetituante eont thermoréelstente ou
éventuellement etebilieée par dee intersctions divereees.

L'arrét de croieeance & dee températuree suboptimelee ou
supreoptimelee eet le plus eocuvent dfi & l'inectivetion dfune ou
plusieurs enzymes d'importance vitale, éventusllement & uns
deatabiliaation membranaire.
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5. Qrigine des organiemee thermophiles

La question de l’origine de la thermophillé®doit reculer aux
origines de la vie. Il importe de connaitre la température de ls
terre & l’'épogue ol la vie est apparue - gl l‘on coneiddre gqu‘il
p'aglt d'un événement unigque.

Melheureusement, esucun coneensus ne g'est encore dégegé en ce qui
concerne les températures régnent dans la premidre moltié du
Précambrien (i1 y a 3-4.10¢ annédes). C‘est pourquoi on peut
egquigser deux echémes évolutife.

On peut tout d‘abord supposer que lee organiemee thermophilee ont
évolué & partir de précurseurs méeophiles {(Ceetenholz 1979). A
l'appul de cette hypothdee, le faible nombre d’'espdces rencontré
dene lee miiieux & haute température (esules quelquee eepécee
aurasient réugai & p’adapter) et le succée relatif obtenu dans lee
expériencee de thermoadaptation: sl on pouvait, en lesboratoire,
contraindre des orgeniemes & e'BdBpter & une vie & haute
température, cela &tsit certainement aueci poeeible dane la
nature - qui eet infiniment plus patiente que lee chercheure!

Lee deux amrguments prétent le flenc & la critique, Plutft que
d'8tre 11é& & une reison évolutive, le faible nombre d‘eepéces
thermophiles pourrait tout aueei bilen &tre AG & la faible
divereité de nichee écologiques prégentes dene lee milieux
géothermeux sinei qu'é notre connalseance encore tras partielle
de ce type d'environnement. Quant aux expériences de
thermoadeptation, elles n'ont &té réusgeise qu’'avec dee Bacillue,
ne eemblent pae pouvolr &tre répétées (Hubert et al. 1986) et en
toue lee cas ne peuvent Etre reproduitee avec d'sutre eepéces
(Farrel et Roee 1967). Nous reparlerons de l'origine deg Bacillue
thermophiles dane le chapiltre qui leur est coneacré, Notons
toutefole déJ& que ce groupe, ou en tout cae la madorité dAe
celul-ci, pareit avoir une thermophilie gecondaire. Autrement
dit, il se serait adepté secondairement pux tempérstures
extrémes. On comprendreit mieux mlorse pourquol les expériencee de
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tharmoadaptation réaligfee avec dee repréeentants de ce groupe
(et de ce groupe uniquement) peuvent quelquefols réuesir.

L’autre schéma suppose une origine tharmophile de la vie. A
1’sppul de cette hypothiee:

- La forte proportion d'Archéobsctériee thermophilee; l'ordre des
Sulfolobales est méme conetitué exclusivement de thermophiles
gt, comme noue l‘avone 64jd eouligné, c¢’est dane ce régne gue
l'on trouve tous lee plue haute thermophiles.

- Le failt que lee deux embreanchemente lee plue profonde de
lrarbre évolutif des Eubactéries - le groupe dee bactériss
vertes non sulfureuses et celul dea Thermotoga - soient
composés de manidre prédominante psr dee thermophiles
(Achenbsch-Richter et sl. 1987},

- La distribution polyphylétique dzs orgsniemes thermophiles. On
peut bien sur supposer qu‘il g'agit 14 d'un caractdre sdaptstif
epparu plusleurs fole su cours ée 1l'évolution, maie il parsit
plue simple de postuler que la thermophilia eet un caractdre
primitif qul e’'est maintenu chez de nombreuses eapdcas
appartenant é des genres différenta, peut-8tre sous l’effet de
pressions écologiquezs.

- Quelgques évidencee géologigques quil lsissent supposer gque le vie
est apparue dane un anvironnemant & hsute température (Knauth
et Epeteln 1976, Kaplan 1978, Ernet 1983).

- Ls ¢orrélestion entre l'anclenneté d’une fonction et aa
température maximsle. L’autotrophie p.ex. & un maximum

supérieur & 100°C, msle dans le cse particulier du cycle de
Cslvin, ¢yecle récent, ce maximum n’eat que de 7O0°C.

- La schéms trds facila & concevolr d'une perte de
thermoetabilitd dee orgsniemee thermophiles quand
lranvironnement se refroidit lentement, peut-8tre su profit
d'une activité cstalytique sméliorée.
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Ce gchéma n’ axclut capendent pee 1' adaptstion ultérieure de
ratg

carteins qroupae, peut -8tre dee BacillusJ ‘comme mentionnd ci-

degeues.

Quoiqu’il en ecit, en l'ebeence d'éléments nouveaux, il reate
difficile d’établir dans quel eene e’eet faite l'évolution at
toue lee scénarioe relédvent quelgue peu de le spéculstion,
Peut-&tre, en toute justice, feaut-il encore citer l'hypothése
d‘Arrhénius (1927) qui coneidédre que lee thermophiles sont
originaires de la plendte Vénue, le preesion de radietion eoleire
les traneportent en quelques joure jueque sur Terre.

6. Hebltats

Le neture ubiquiete dee thermophilee eet ettestde par le grande
variété de sourcee d'ol ile ont pu @tre ieclée, de la neige
fraiche eu eable eeharien en peesant par les eaux ealéas ou
douces, thermalee ou non, l'eir, lee ecle.

Noue reviendrone eur le probldme &de la présence de thermophiles
dene dee milieux "froide", meie pour ne citer gue lee
environnemente préeentent dee carectéristiquee thermiguee
fevorables au développement dee organiemee thermophilees on peut
mentionner:

- Lee milieux cheuffée par le ecoleil (gole, eaux peu profondes,
rochee. )

- La matidre orgenique en décompoeition.

- Lee environnemente dont le heute température réeulte de
l'activité humeine (boilere, certainee ueines...)

- Leg environnemente géothermiquee.

Checun de ces environnements 8 dae carectéristigques bien
différentes en ce guil concerne ea stabilité phyeicochimique, les
températuree etteintes, le richeeee en matidres nutritives, la
teneur en oxygéne etc., Dane checun d'eux, on eg‘attendrs donc &
trouver des populations différentes.
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Nous nous attacherons plus epécilalement & 1l‘étude des milieux
géothermaux. Ceux-ci, qualles que soient leure caractéristiques
phyeicochimiques, présentent deux particularitée remarquables:

- Une diecontinuité géographique marquée - les aires géothermalse

étant souvant distantee de milliere de kilomatres.
'

- Une variété réduits de niches &cologiquee - lee conditione traes
perticulidree rancontrées dane ceg milieux ne les rendent
habitablee que per certsine typee d’orgenigmes aux métebollemes
bien définie. ’
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IITI MATERIEL ET METHODES

IR RERRRRRRNEERNNEEER]

1. Caractérigstion du milieu naturel

1.1. Mesure du pH et de }s tempérsture

- -

La température eat mesurée § l’endroit exact du prélévement a
1/aide d’un thermocouple (Digimeter JDC electronic) ou svac un
thermométre 4 mercurse.

Le pH eat meeuré avec une électrode de verre (Ebro pH-meter PHX
1400) ou s8u papier pH.

1,2, Analyges des composante chimigues et des gaz

o

Ces anslyees ont été effectuées & Larderello, dane les
laboratoires de 1'ENEL, eous la direction du Dr. Bertrami. Les
dogages ont &té faits par chromatogrephie. Pour le prélévement
des gaz, nous avons trappé lee émanationg gszeuess des sources &
1’aide d'un entonnoir relid & une bouteille § robinet (Photo 1).

1.3. Anslyse des gaz disgous et consommation 4‘hydrogéne

Cas méthodes ont été axposées plus en déteil dana Conrad et sl.
(1985z) .

L'analyse de l‘hydrogéne digsous 8o failt 4 partir d4’'échantillons
d’eaux thermalee dont l’'sctivité biologigque a été etoppée par
l'sdjonction de HgClz (50 pg/ml). Les échantillons sont alors
refroildis puis transportés au laborstoira. Le procédé d’analyse s
été décrit en détail par Conrsd et Seiler (1982); la mesurs de
l'hydrogéns set basgée sur ls conversion de l'oxyde de mercurs en
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vapeur de marcurs et permet le détection de 2.5 nl d'hydrogéne
par litre (0.1 nM Ha).
Sur le mé@me échantillon, nous mesurone la tenour en oxygéne

diesous svec une électrode & oxygéne (Syland Scientific
Heppenheim}. '

Pour la meeurs ds ls coneommation @'hydrogéna, l'eau thermale eet
rapidement transportée au laboratoire dane dee flacone Dewar
is0lés thermiquement. Des échantillone (40 ml) sont prélavés zvec
une eeringue de 50 ml et incubds 30 minutee & ED'C. Dee¢ témoins
sont préparés sn parslldle en ajoutant soit du NaOH (50 mM) eoit

du HgCla (100 pg/ml),

La consommation d'hydrog¥ne set euivie en mesurant 1'é&volution de
ee concentrstion su coure du tempe eelon la méthode décrite par
Seiler (1978) et Seiler et al. (1980). Le test eet initié par
lt'adjonction dans la peringue d'un mélange de gaz, dquilibré par
agitation avec la phase agueuse. Ce mélange contient 0.D25 %
d'hydrogéne, dane de l'air preeeurisé pour lee teste an
conditions aérobiee ou dene de l'hélium pcur lee teets en
conditions anaérobies., Ls phase gazeues est renouvaelde - et
l'équilibration répétée - & doux reprises puile elle eet ratirde,

la saringue fermés par une valve et l‘incubstion poursuivie.

1.4. Analysee mindralogiques

Les analyees eont faitses sur des échantillons (mélangs d'mau at
de bous) lyophilisée. Lee poudree sont montéess par preeeion (30
bsr} sur buvard et analysése par diffractidn aux rayons X
(Philipe automated X-ray diffractometer system AFD-10). Cee

analyeee ont 6té réalieéee par le Profeseeur Kiiblar & Neuch&tel.

1.5. Détermingtion du csrbone organigue

Cette masure a été failte & partir d/’échantillone lyophilieés
(= 500 mg) avec un appareil B-ADG (Carmhomst Bochum, FRG).
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1.6, Megure de la concentretion en ATPE

L'ATP a €t analyaed gh colleboration avec ‘s Dr. Maire {EBFL)
eolon la méthode expoede danc ea thdse (1983).

L’ATP est extrait en milieu ecide (Ha80.) par asgltation thermique
et ultraeonication, L'ATP extrait est ensuite etebiliséd en milieu
temponné. Aprée adjonction de luciféreee purifiée, noue meeurons
per photométrie l'émieslion lumineuse gqul eet proportiocnelle & 1la
guantité 4'ATP. Lze pertes eont estiméee en dopent certains
échantillonsg &vec une quantité connue A’'ATP.

2. Milieux de culture

2,1, Milieu minéral de beee (MMB)

Le milieu utilisé est celul décrit par Aragno et Schlegel (1981}
coit:

NazHPJa.2 HalQ 4.5 g
KH2PQ. 1.5 g
NH4Cl 1.0 g
Mg50.4.2 HaO 0.2 g
CaCla.2 HaO 0.01 g
Citrate de fer ammoniecsal 0.005 ¢
NaHCO» 5.0 g
Bolution trace BLE6 10x i.0 ml

Dene 1000 ml d'eau.

Ce milieu a un pH légirement eupérieur & 7,

2,2. MMB modifié

Pour approcher les conditions neturellee, noue evone quelquefoig

epporté des modificatione mineures au milieu minérel de hese. Ces
modifications ont porté eolt sur le pH, soilt eur la ealinité. Le

pH est ejustéd aux valeurs choileies svec du NeOH ou du HCl
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concentrée. La eslinité eet augmentée par adjonction de NeCl
jusqu’d une concentration finsle dep 3 % (ealinité de l’‘eau de

mer).

2.3, Miliepu pour Bacillue tueciae

Ce milieu eet une variente du MMB. Il contient en plue de l'acide
tartrique (50 mM); le pH eat ajuetéd & 4.5 avec du NeOH 1 M et le
guantité de phosphate n’est que le cingquidme de celle du MMB.
L’eadjonction de l'ecide tartrique psrmet de teamponner le milleuy;
ce compoaé n’‘est pas métabolisé et n’s sucun effet inhibiteur, 11

n’a donc aucune influance eur ls creolseance.

2.4, Milieux complexes

Lee milieux complexes suivants ont &td utilisda:
Extrait de levure 0.5 % (Difco, Detroit, MI, USA)
Nutient broth 0.8 & (Difco, Detroit, MI, USA)
Stenderd I broth 2.5 % (Merck, Dermatadt, FRG)

2.5, Milieux eclides

Le gélification dee milieux ee falt généralement avec 1.5 &
d’agar purifié (Oxcid n’1). Dane certaine cae, noue avons
également utilieé de la gelrite (Kelvo Div. of Merck & Co Inc.,
San Dlego, Calif.}; les différents eseaile réalieée avec cet agent
gélifiant sont consignéds dans le chapitre VA aoue le point B.

3. Méthodes drenrichieeement et de purificetion

3.1, Prélavement

Lee échantillone, générelement un mélenge de boue et d‘eau, seont
récoltée dane des flecone plastique de 50 ml ou dens dee tubees en
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polypropyléne de 10 ml, etérilieds.
1% ST

[

Quand l’inoculation ne peut pas &tre faite le jour méme du
prél2vement, les échantillons sont stockée, et dvantuellsment

transportés, & basse températurs.

3.2. Enrichiesemant

En conditione ptériles, - 1 g ou | ml d'échantillon sart
d'inoculum. Le milieu est choisl sn fonction des oonditione (pH,
tempdreture, selinité) du site de préladvement et des
perticularitée méteboliguee dae bactériep gue noue désirone
mettrs en évidence. Générelement, noue utilieons la MMB,

Les culturee se font dane dss flecone en verre, avec capuchon
plastigque, de 100 ou 50 ml contensnt respectivement 20 et 10 ml
de milieu, éventuellemsnt en tube en verre contenent 4 ml de

milieu,

3.3, Purification

Aprds 3 8 5 joure d'incubation, une aliquote (= 0.5 ml) de 1le
culture d‘enrichigsement sert d'inoculum pour uns nouvaelle
culture. Cette procédure eet répétdes 5 & 10 foils. S1 nous
dééirons plues epécialement ieoler des bactérieae eporulentes, noue
pasteurieone les échantillone 10 minutee & 90'C eprés la pramiare

culture d'enrichiesemant.

La purificetion ee felt par inoculation sur milisu solide et
repiquage des colonles ieolédee. Quend la crolesance sur milieu
eolide n'est pae poesible, noue procédons per dilution. Des
dilutione (10-®* - 10-:2) d’une culture en croiesance
exponentiells sont mieed en culture; la pureté de la dilutien la
plue élevée parmettent la croieeance eet contrdlée. En cas de
doute, le procédure eaet répétée, La pureté est teetée
vieguellement eu microecope & contraete de phess, per l‘appect
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homogéne dee coloniee {quand il y en a) et, ultérieurement, per
l'obeervetion de le courbe de déneturetion de 1‘'ADN.

3.4. Conditione d’incubsation

Les flacons ou lee boitee eont placéds dane un réeipient étanche
d'ol l'on ratire 1‘'air que l'on remplece par le mélenge de gex
evivant: hydrogéne: 0.45 bar / oxygéne: 0.05 bhar / gez
carbonique: 0.1 ber (mélange stendard). Une dépression est
maintenue pour éviter toute surpreesion conedcutive & la dilation
dee gez é haute température. L'incubation se fait dane dee étuvee
régléee 8 le température choleie. Au vu des veleurs de
températurs meguréesg eur la terrain, noue avone cholsl de
travailler & 55°'C, 65°C et 80°C, le cholx de la température ae
faleant en fonction dee valeure meeurées aux eitee de
prélévement.

Lee culturee ne eont pae egitées.

3.5. Numération

Lee numéreatione eont feites selon le technique du Moet Probable
Number (MPN}., De fagon & limiter le matériel, noue avons inoculé
geulement trois tubes par dilution; chagus tube contilient 3 ml de

MMB. L’inoculation ae fait avec 1| g (1 ml) d’'échantilloen.

4. Caractérieation

4.1. Culturese "batch”

Lee cultures batch sont réamlisdes en flacons pyrex & vie de 100
ou 50 ml contenant reaspectivement 20 et 10 ml de milieu. Pour
l'obteantion de grandes guantitée de cellulee, lee culturss sont
feitee en flecons de Fernbach contenent 500 ml de milieu. Lee
culturee en éprouvettes eont faites dane dee tubee de 18 mm de
diamétre contenent 4 ml de milieu.
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4,2. Croigeance en fermenteur

La croieaance en féfménteur se falt asvec ugaappareil "Multigéne”
{New Brunawick Scientific, New Brunswick, NJ, USA). La cuve,
d'une contensnce de 2 1, est remplie avec 1.2 1 de milieu.
L‘agitation eet ajuetée en fonction du type de croleeance ot desn
orgeniemes étudiés. Le pH eet meeurd manuellement et corrigé par
adjonction de NHa concentré.

4.3. Megure de lg deneité optigque

La denseité optigque der cultures eat meeurde par turbidimétrie &
436 nm dane des cuvettes de 1 cm avec un epectrophotomdtra Zeiss
PM4, Elle eat sjustée par dilution de manidre & obtenir une
extinction E.xc compriae entre D et 0.3,

Cette meeure sera eyetdmatiquement abrégée par la notation: "DO",

sans autre epécification.

4.4. Concentraticn en protéinea

Pour déterminer la concentration en protéines, noue euivone ls
méthode du biluret telle qu'elle egt décrite par Schmidt et al,
{1963). L'albumine de gérum de boeuf gert de protédine atandsrd.

4.5, Températuree cardinalaee

Une premiére eetimation des températures cardinalee de crolagance

apt faite en incubant dee cultures liguides & différentes
teampératures. Do fagon 3 affiner lee réeultate obtenue, nous

=~

avons également travaillé svec un incubateur & gradient de
température (Sclentific Induetries), mie & notre diepcasition psr
la station fédérsle de Liebefeld, Cet apparell permat d'obtenir
un gradient thermique théorique de O & 95'C, réparti sur 30
poeitione., Chague poeltion eet occupée par un tube & septum d'une

contenance de 16 ml, Ls calibration du gradient de température ce
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fait avec ces tubes remplis d'esu. Une préculture de 24 heures
eet utiliede pour ingeculer 120 ml de MMB qul eont répartie dsane

lee 30 tubes £ l'alde d'une eeringue. Chaque tube eet ensuite

gaezé avec le mélange aetandard pendant 1 minute & un débit de 400
ml/min. Lee tubee ecnt slore placée dane l‘'appareil d gradient et
agitéa au minimum. L’'évolution de 1s crolesance eat euivie par
turbildimétrie & 436 nm en plagent directement lee tubes dsne un
apectrophctomdtre Bauech and Lomb. L’oxygdne eet rapldement
conacommé et constitue un facteur limitant de le crolesance, nous
en réinjectone donc eux culturee dde que la densité optique

atteint O.1.

4.6, pH optimsl

Pour déterminer le domaine de pH permettant la croleeance, ainsi
que lee pH optimsux, nouse incubons les eoucheg dane dee milieux
dont les pH ont été ajuestée é différentes valeure avec du HCLl /2
concentré ou du NaOH 4 M. Le pH east mesuré avant l’incubation
malg eaprée autoclavege. Comme certaines dee valeura eont en
dehors de la zone tampon du milieu utilieé, ncus remeeurons le pH
d plueieurse reprises 8su coure de la croleeance, en méme tempe que
la DO. Quend cele est poaeaible, noue calculone, & pertir des
valeure de DO mesurées, le taux de crolesance correepondant é
chaque pH (pH moyen £tabll eur lee différentes valeureg mesurées).

5. Caractérietigques nutritionnelles

5.1, Sourcee de carbone

L'utilisetion de compoede oxgsanigues comme eeule aource de
carbone et d’énergle est teetfe en milieu liquide avec l'ammonium
comme aource d'azote. Le MMB eet complété eclt avec 2 g/l
d’'hydretese de carbone, acit avec 0.5 g/l de formiate, eocilt avec 1
g/l dee eutree compcosés. Un témoin eans eource de carbone aert de
contrfle. L'incubation ee falt dane un récipient étanche limitent
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ainsi les problémee d4'évaporation et permettent des incubstione
prolongéas (jusqu’d t¥oic cemaines}. - /&)

5.2. Sourcee d’‘ezote

L'utilieetion de compoede comme eeule source d'ezote eet teetde
en conditiong autotrophee. Le MMB préparé eeng NH.Cl eet compldtd
eavec 0.2 g/l de NaNOa ou avec } g/l des eutres compoede azotés.
L'urée devant servir de eource d‘szote est etdrilieée per
filtration afin d‘éviter es dégradstion & is chaleur.

5.3. Fixetion d'ezote moldculeirs

5.3.1, Teet prégomptif

Lee eouches sont cultivdes dans un milieu sens szote combiné (MMB
gans NH4Cl) mais en prdeence d’ezote dene la phseee gazeuse (Ha:
0,25 bar / Na: 0.1 bar / COz: 0.1 bar / 02: 0.05 bar). Ce teet de
croieeance en condition de fixetion d‘azote fournit dea indicee
quant A& l’éventuelle préeence d’'une nitrogénaee.

Des témoine eont cultivée d'une pert dens une stmoephdre

dépourvue d'azote, d’'eutre part en préeence da NH.C1.

5,3.2. Teet de rdéduction & l'acétyldne

L'‘activité de ls nitrogénese eet testde en meeurant la réduction
de l'acétyléne en éthylédne selon la méthode de Poetgate {1972).
Aucun autre syetdme biologigque n'effectuent cette réaction,
celle-ci eet tout & feit epécifique de le mnitrogénase {Postgate
1982). De plus, la détection sieée de 1l/&thyléne par
chrometographie en phaee gezeuge en failt une méthode de choix.

Le teet eet réslied en conditione autotrophes, Las précultureae
gont faitee dane le MMB contenant eseulement 1/5 de la quantité
normalae de NH.Cl de fagon & épuiser les réserves d'azote
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endogénea, 5 ml de préculture eont utilieés pour inocular du MMB
oen3 NH4Cl maie additionné de 100 pg/l d'extrait de levure
destiné A permettre l'initiaticn de la croleemnce, Lees cultures
scnt faltee dane des flaccne & septum contenent 50 ml de milieu;
lt'incubation me fait en conditione microaérophilea: Haz: 0.1 bar /
Nz: Q.05 bar / COax: Q.05 bar / 02: 0.05 bar.

Aprée une premiére péricde d'incubation de 24-48 h, le mélange de
gaz eet rencuveld et on y ajoute I ml dracdtyldne avent de
reprendre l'incubation pour 24 h, Aprés ce lape de temps, hous
prélevone 1 ml du mélange de gaz gue nous analysone & l'aide d'un
chromatogrephe "Variant Aercgraph Series 1700" équipé d’'uns
coleonne Pgraasil C en verre avec l'azote comme gaz vecteur.
Lfactivité de la nitrogénaee se traduit par la préesence
dréthylédne. Lea poeitions reepectiveas dee pilce d'acétyldne et
d‘éthylane aont déterminées au préal&blp par l'injection de ces
eubetancee purifiées.

La souche Neu 2227, proche de Peeudcmonas pseudoflava est

utilisde comme témoin poeitif; la méme gouche cultivée an
prémence de l1g/l de NH4Cl (répressaur de la fixation d'azots)
constitue un témoin négatif,

6, Utiligaticon de compoeds réduite du soufre

6.1. Teeta de crolsmance

Les culturee eont faites en milieu liguide; le MMB oot complété
solt avec du soufre, poit avec du thiocsulfate. Le eoufre
élémentaire ect stérilisé & eec et ajcuté sous forme de poudrae au
milieu, juegu’d une concentration d'environ 0.5 % (p/v). Le
thiosulfate eet Etérilieé aéparément mous forme d’une moluticn &
25 % (p/v) et ajoutd au MMB de fagon A obtenir une concentration
finale de 0.5 % (p/#}. L'incubation se fait en conditione
microaérophiliee, Qz: 0.05 bar / COz: O.1 bar / Na: Q.4 bar. La
croiesance pet estimée en sulvant l'évolution de la DU, du pH et

par obeervation dee cultures au microecopse.
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6.2. Doeage du thiosulfete

Le thiceulfate eet ddterminé par titreticr‘dvec une eolution
ipdelodurée: 1 g Ia / 2 g KI / 1 ml HaO, complété aprée

diseolution & 100 ml avec HaO. Le doeege ee feit avec 5 ml de

culture non diluée.

6.3, Doeege du eulfete

Lo eulfete eet enalyeé par gravimétrie d'apréa le méthode de
Friedrich et Mitrenga (1981). A 5 ml de surnageent, on ajoute 0.1
ml de HCl = 5 N (1/2 concentré) et 0.4 ml de BaCla 0.5 M. Aprée 2
heures, le mélenge eet £iltré our filtree miliporee (HAWP 0.45 unm
diemdtre: 25 mm) préalablement terés. Lee filtree eont eéchéde &
poide conetent eoue vide & 40°C. Le précipité de PeS0. eet aineli
guantifié et donc le gueantité de eulfete préeente dens la
culture.

Ce teet peut également ®tre réalicé de manidre gualitative;
l/epparition d’'un précipité lore de l’'adjonction de BeCla & une
culture ecidifide traduit la préeence de eulfatae.

6.4. Croieeance mixolithotropha

Des aeeale de croleeance ont été faits en utilicent de fagon
conjolnte deux eourcee d'énergle et d‘électrona, eolt la
thioeulfete et l'hydrogéne. Pour cela, noue ajoutons eu MMB 0.5 %
de thiceulfete et incubone lee culturee eoue le mélenge de gaz

etandard.
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7. Teeteg bilochimigues

Lees teste biochimlques eont, ssuf indicatione contreires,
réalisée en cultures ligquides.

7.1. Hydrolyse de 1'smidon

Le MMB est complété avec 2g/l d‘amldon ecoluble. Aprée crolssance,
l'sdjonction d'une eolution iodolodurée permet de vieualiser la
coneommation 4&‘amidon.

7.2. Tolérence & ls glycine et su NaCl

Ls croleesnce en présence de NaCl (10, 30, 50 g/l) ou de glycine
{10 g/1l) eat contrBlée quslitativement. Le MMB sene edjonction
gert de témoin.

7.3. Utilisaticon dee nitretee

Pour teeter la réduction des nitretes et la respiration nitrste

enaérobie, lo MMB est complété avec 1 g/l de KNO». Le nitrite est
détoctéd avec lo réactif de Griess {Holding et Collee 1971) et une
cloche de Durham invereée eert & vieuelieer le dégagement d’'ezote

moléculaeire,

7.4, Teete de la catalsee et de 1l’'oxydeee

L'gctivité de l‘oxydace eet teetée en ajoutant & une aliquote de
culture 1 goutte de réactif API OX (API 7046: | g tétraméthyl-p-
phényléne diamine dans 100C ml d’alcocl ilecamyligue).

L'activité de la cetaleece det détectée en ajoutent 5 gqoutttes de

~

Ha02 (3 %) & une culture eutctrophe réslieée eur milieu solide.
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7.5. Seneibilité & le pénicilline

%
ok

La seneihilité & la pénicilline eet teetée en conditione
autotropher avaec dee concentratione de pénicilline G de 0.039 &
2Q U/ml (Wallh&ueer et Schmidt 1967). A cauee de la dégradation
de cet antibiotigque & la chaleur, le croiseance finit per &tre
poesible quelle qu’‘ait &té sa concentration initiasle; noue

meegurone done le concentretion n’induieant pse de reterd 4 la
crolg¢eance (Schenk et Aragno 1978).

7.6. Poly B hydroxybutyrete (PHB)

Le miee en évidence du PHB se fzit per obeervetion su microscope
& contreete de pheee de cultures cerencéee en azote, MMB avec
geulaemant 1/5 de la concentretion normele en NH.Cl. Une
confirmetion eet feite per coloration dee inclueione eu noir de
Souden {Norrie et Swain 1971)

B. Teete anzymatiquee

8.1, Préparetion de fractione subcellulaires

Lee cellulee sont récoltdes par centrifugation, 10 minutee &
4.500 g, lavées deux fols avec du tampon phosphate, 50 mM, pH 7,
puls cacefer par papeage dane un fractionnataur de cellules
Sorvall RM & 1700 bar ("French Preee").

Lee cellulae entidres et lee débries sont éliminés par
centrifugation & 10,000 g pendant 10’.

L'extrait celluleire obtenu o4t alors centrifugé & 140.000 g
pendant 90‘., Le surnegeant - fraction soluble - ast eéparé du
culot - fraction particulaire - qul eet resuapendu dane le tampon

phoepheate (m8me volume gue celuil de la fraction ecluble).
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8.2. Activitd de 1'hydrogéneee

L'ectivité de 1l'hydrogénass sst mesurée an eulvant, per
spectrophotométrie, le réduction du bleu de méthyléne (570 nm) ou
du NAD(P)~ (340 nm), en présence d'Ha. Noue esuivone la méthcde
décrite par Aregno et Schlegel (1981) maie en travelillent, pour
les eecale de routine, evec des cellules entléres.

L/'expérience eo fait & 50°C, température conetitusnt un bon
compromis entre la tempéreture optimele de l’'hydrogénecee et lee
contingences pratiquee. Pcour chague mecure, un témoin eet réalieé

on remplegant le gazage 4 1'hydrogéne par un gazage & l‘szote
afin de tenir compte dee réectione parseites.

8§.2.1, Activité en fonction de le tampérature

L'activité de 1'hydrogénese eet meeurée & différentes
températuree, arbitreirement chcleles, sur des cellules cultivées

i température optimale, Le mélange réactionnel n'eset pas meodifié.
3.2.2. Loealisgation

L’activité de 1'hydrogénaee eet meeurée 4 la fole dane les
frectione eolubles et perticulairee, L'‘ectivité de 1la malate

déshydrogénaee (Aragno et Schlegal 1981) est suivie en peralléle

pour contrSlaer l'efficecité de Lls séparstion des fractions.

8.3. Activité de lm ribulose 1,5 bhigphosphate csrboxylmae

L'activité de la ribuloee 1,5 biephoephate carboxylaee {(RUBP
carboxylssa) est mesurées 8 50°C en eulvant l’'incorporation da
NeH*+CO, RUBP dépendente sur dee cellulee entidres permémbilieées
au toluéne d’aprds la méthode de Andereen (1979) modifide par
Faenscht {1987}. '

Des cellules d'Aguaepirillum autotrophicum {ATCC 29984) sOnt

utilisées comme témoin.
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8.4. Activité de la phosphoribulokinsse

T ‘ NS

Le phoephoribulokinase (PRK) & été teetée en ge baeant sur les
méthodes de Siebert et sl. (1981) et Kagawa (1982). Dee

modificationes esubgtancielles eyent 6té epportées é ces méthoden,
nous décrirone en détaill la procédure suivie.

Principe:

La formetion de ribuloee 1,5 bisphosphete & partir de ribulose
§P, prodult de l/activité de le PRK, est couplée & ls
consommation de NADH, meeurable par epectrophotométrie, eelon les
dquatione suivantee:

Ribose 5P —-) Ribuloee 5P
Riboee 5P ieoméreee

Ribulope 5P + ATP -—-——————3 Ribuloee 1,5 bieP + ADP
Fhoasphoribulokinssee

PEF + ACP -3 Pyruvate + ATP
Pyruvete kinese

Pyruvete + NACH -~~~———3% Lgectate + NAD~-
Lactats déehydrogénees

Solutiong:
- Trie HC1 1 M pH 8.6
- Tampon PRK Mepes KOH 20 mM pM 7.0 2.38 g
MgClax 10 mM 1.02 o
ECTA 1 mM 1 ml EOTA 0.5 mM
500 ml H=0

Au moment de l’amploil, prendre le volume néceeealres, y faire
berboter un peu d’'azote, ajoutsr du dithiothreitol (DTT)
jusgu’d une concentretion finale de 1 mM,
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- MgClaz 0.2 W

- NADH 0.91 M
- ATP 0.05 M
- Ribose 5P ~ 0,056 M

Le riboge eet vendu eoue forme de eel de beryum, il ast
néceceaire de lo treneformer en easl de eodium. Pour cels,
dieaoudre 0.07 g de eel de baryum dene 3 ml d’eau, acidifier
légérement pour bien dieecudre (H280.), ajouter 150 pl de
Na2504 ! M, centrifuger. Contrdler qua le surnageent reste
limpide ei on y ejoute une goutte de NeaSO.. Récupérer la

geurnegeant,
- Phoephoénolpyruvste 5 mM
- Byruvete kinees = 350 UI/nl
- Lactate déehydrogénese = 10,000 U1/ml
-~ Fhosphoriboisomérese = 400 UI/ml

Traitement des cellules:

Lee cellulee, environ 1 g, eont récoltédee par centrifugation et
lavése deux foie dane le tampon PRK. Ls culot eet resuspendu dans
5 ml da tampon, La D0 avoieine alors 100. Lee cellulee eont
cacedfes par trole paceegss succeeifs & la "French Prees" (1700
bar} & une tempéreture de 0-4"C. On ejoute elore 10 pl de ONAse
{1 mg/ml). Le jue ¢sllulaire eset centrifugé tout d’abord 20
minutes & 40.000 g puie una heure & 140.000 g. Le surnagaant
contient la PRK. A ce etade, l‘échantillon peut &tre conservé

quelgues heuree au frigo.

Mélange réactionnel:

Entre parenthésaes, indicetion des concentratione £inales.

100 pl Tris HCL (100 mM)}; 50 pl MgCla [10 mM}; 60 pl WAOH (0.6
mM); 50 pl pyruvate kinaee (= 170 UI}; 50 pg riboee leomérace (-
20 UI); 35 pl lactate déshydrogénaece (35 UI); 100 pl ATP (5 mM);
60 pl phoephoénolpyruvate [5 mM); (395 - v) ml Hz0; v ml
échantillon (= 50 pl},
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Suivre la réaction & 365 nm. Aprde stebilisation de la pante,
ajouter 100 pl de rikose 5P (5 mM), ’
Volume total: V = 1 ml

Expregeion dge résultats:

La pente dE/dt & prendre en coneidéretion eset la différence entre

lee pentes avant et aprés addition de ribose 5P.

volume total
volumae d’'échentillon
largeur de la cuvette

& <

E: coefficient d'extinction du NADH & 365 nm (3.3)

Cp: concentration en protéinas

A: activité de le phosphoribulokinase, an pmol NADH oxydé par
minuta et mg da protéinee (U/mgl.

v dE

EdvCp &t

8.5. Activité de 1'o-cétoglutarate déshydrogénase

L'a-cétogilutarste déshydrogénase & été testés eur des extraits
cellulsires 8 50°C. Noue evons euivl ls méthode de Reed et
Murkherjee (1969}.

9. Ultraetructure

Four les ¢bservetiona eu microecope dlectronlgque, nous
treveillons avec un microscope Philips EM 201.

Nous utilisbna des grilles de 200 ou 400 meeh (Balzers Union),
recouvertee de pleetigue et d‘un film de carkone.
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9.1, Coloration nédgative

Nouge avong gulvi la méthode de Lickfield (1976}).

Un petit bouchon en plastigue est rempli aevec quelgques ml du
matériel 3 observer (suepenelion de bactdriee, paroie). Dane deux
autres bouchone, nous mettons reepectivement de l‘eau gtérile et
filtrée st de lfacétate d'uranyle 2 &, Nous déposons une grille
guccegglvement gur chacune des trols eolutions, chague passage
durant approximstivement 30 eecondee. Apr&e eéchage, 1ls grille

Py

eat préte & &tre obeerveée.

9.2. Coupee fines

Les coupss sont confectionnées selon la méthode de Lickfield
(1976). Lee cellules eont préfixées dane une solution de
glutarsldéhyde, puils fixées & l'osmium. Aprde inclusion dans de
l'agar, le metériel est fixdé avec de l'acétate d‘uranyle.

L*échantillon est slore déshydreté puils inclus dans une réeine,
Lee coupee finee {6 nm) eont réaliséss avec avec un microtome

Sorvall Porter Blum MT 2B. Lee coupee sont récoltéee gur une
grille et contrastées au citrate de plomb.

9.3. Prépsration dee parois

Les paroie sont préperées eelon la méthode de Sleytr et Glauert
{1976). Lee cellulee sont cassdes per pessage & la "French Press"
8 136 bar, traitées avec DNAce et RNAse, centrifugdes ot lavées
puls traitdes avec du Triton X 100 pour éliminer lee restee de
membranes plaemiquee. Apris lavage, les parois sont obeervéeg en

coloration négative.
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10. Caractérieation du génome L

“
Les détalls des procéduree utilisdes pour 1fisgolement &e 1fADN,
la déterminetion du pourcentage guanine + cytoeine et les
axpériencse d’/hybridation ont été donnds par Jennl at al. (1947).

Les principes en aont lss sulvants:

- L'ADN est ieolé sur une colonne d'hydroxyapatita sslon une
modification du prinecips de Cashion et al. (1977). L’'AON
concentréd, en eolution dane du S8C, eet etockd au congdleteur.

- Le pourcentage G + C mat calculé & partir de la température de
dénaturation dane &u SSC 0.1 x avec de 1'ADN de E.coli B (DSM
2040) comme référence. Le profil de &énaturation est suilvi &
260 nm avec un epectrophotométre Gilford 2600
thermoprogrammable eulvent le principe de Marmur et Doty
(1962). Lea calcule sont faite d'sprée l'égquation de Owen et

Hill (1879).

- Les expériencse d'hybridatione sont faites en suivant la
méthode de Norgard et Bartell (1978). Les cuvettes contiennent
300 pl d’une eolution 4‘ADN (75 pg dane 25 % formamide et SSC 6
%}. La tampérature de rdaesociation est de 70'C. La courbe de
rénaturation est suivie par epectrophotométrig 4 270 nm. Lee
calcule eont faite d'aprée De Ley et ml. (1970).

11, Analyse des_donnéee

Les donndes dee teete phéno et génotypiquee eont traitéee par
anelyee numérigue. Les dietancee eont calculdes comme 1 - &
{dlgtance de Soergel} ol &- eat le coefficlent de Jaccard
(Jaccard 1908, Sneath 1957). Les dendrogrammes sont deeeinde &
" partir de la matrice des distancee ou de la matrice des

homologies ADN-ADN en utilieant un chainage &eimple.
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12. Conpervetion des souchsee

Les cultures liquides sont stockées & 4'C et repilquées tous les
deux & trols moils. Bien que dens ces condlitione les cultures
restent viamblee prés d'une année, un repiquage plus fréguent est
préférable sl l'on veut svoir des cellules repoussent repldement
ot sans probldme. Malgré le carectdre thermophile des souches
utilisdes,
tempéreture smbiente, bien gue toute croilssence solt stoppée en
ls mortsalité est

11 est tout & fait déconsellld de les conserver é

dessous de 37°C. En effet, dsne ceg conditions,

besucoup plus élevée gu’'s 4°C et le riesque de contaminstion plus

grand.

A plus long terme, les cultures esont lyophilieées.

13. Liste des ebbrévistions

APS Adénoelne phosphosulfata
Conc. Concentré

Cyt Cytochrome

Corg Csrbone orgenigque

Do Densité Dptique mesurée § 436 nm
DOT Dithiothreitol

G +C Gusnine + cytoeine

MMB Milieu Minérel de Base
MPN Most Probable Number

PEP Phosphodnolpyruvets
P.ex. Pag exemple

PEB Poly £ hydroxybutyreate
PRK Phosphoribulokinase

RUBP cerboxylase
55C

Ribuloee 1,5, bipphoephete csrboxylsse
Stsndard Saline Citgte Buffer; 0.15 M NaCl,
0.015 M citate trisodium, pH 7.0

TCA Cycle tricarboxylique
TDS Totsl Dissolved Solutes
VPL Voir plus loin
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IV. LES MILIEUX GEOTHERMAUX ET VOLCANIQUES

LERRE AR RS R EREREREREREENESEERENERERNEESE,]
A s

Lz maeee de cheleur qul conditicnne le température de la
euperficie et de l'intérieur de la terre a deux originese

indépendantees:

- L'énergie ecleire qui a une puleesance d'environ !,5-1.8.10z22
KW pour la superficie tctele de la terre et qui eat responeesble
dee veristicne de température de surface.

- L'énergie interne, dérivéde du flux de chaleur prefond, d‘une

puleeance d'environ 3,102 KW.

Lee varistione journasliarese de température dee sole ceesent de
@'exercer A environ 0.5 m de profondeur, cellea gaieonnidras &
enviren 10 m,

A une distance de 10-30 m de la surface, le température eat
pretiquemant égala & la températurs snnuelle de l'endroit. A
pertir de cette zone lid, elle croit réqulidreament eelon un

gradient valsnt en moyenne 3°C / 100 n.

Ce flux de chaleur sersit 40 en partie & un réeidu de la chaleur
initisle {(provenant de la décomposition des &lémente redioectifs
4 via BEsez brave) sinei gu'd lg décomposition dee &léments
radicactifs enccre préeents., Lee ancmelise du gradient ee
rencontrent d'hahitude aux frontidres de plequee lithosphérigques,
ld ol des messes magmatiquee fluides ramontent vers le eurfsce.
La circulation convective de fluides cheude dans dee régions
fiesuréee per un tectcniems actif engendre des Bourcee chaudes ou
des champs fumerolliens. Le fluide principel, l‘sau liguides ou
gazeguee, 868t presgue toujoure d’origine superficielle. L'eau
magmatique, 81 il y en a, est toujoure mélengde & uns importante
proportion d'eau de surface.
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L'origine eegentiallement météorique des saux géotharmalese a &té
prouvés sur la base de la composition ieotopiqus de l'eau. La
rapport D/H de 1l'eau géotharmale ast an effat identique & celul
de l’sau intereticielle locale froide. Cela prouve leur origine
commune 4 partir de précipitationes infiltréame (Panichil at
Gonfiantini 1978). L’oxygéne est généralement enrichl an 170

- par rapport & l'esu météoriqua - A causs de 1l’échange
iseotopigue entre l‘oxygéne de l‘esu et celui dee rochae du
réagrvoir ol prend plece une circuletion profonda (Panichi at al.
1974, Panichi et Gonfiantini 1978). La rapport D/H n'set pas
infivencé par un échange lsotopiqua car ls teneur en hydrogéne

dae rochee du réeervoir ast faibla.

Les eources chaudee aont répanduee un peu partout, male eurtout
dane lee zones volceniques, méme ld ol lee volcans sont dapule
longtempe éteinte. Elles marquent le darnier etmde de la perte de
cheleur dee maeses en fueion, L'‘eau de pluie pénétrent &
l'intérieur dee champes géothermiques eet chaufféa per contect.
Dane de rares cas, comme p.ex, A Larderello en Toecane ou & The
Geysere en California, ls température ast euffisante pour
permettre la formatlon de vapeur souterraine surchauffée,
lequelle est mélangée & dee guantitée plue ou moine importantee
de COz et & dee traces d'autree gaz. Au cours da ma remontée le
long dee fiseuree, la vapeur e refroidit par détente adiabatiqus
et perte de chalaur par conduction dane les roches aveoisinantee.
Si cette aecension s¢ prolonga, la vapasur peut ee condenser en
eau chaude qui jaillit soue forme de eocurce thermale. Plus
frégquemment encore, la vapeur rencontre une nappe d’'eau

eouvterraine qu’elles transforme en esu thermala.

Cartaines sourcaes thermeleé sont richee en acide cerbonique,
drautres en hydrogéne eulfuré, praegque toutes ont une taneur en
saels diemscus importante. Les matidree diesoutee dsne les eaux
thermalea proviennent le plue eocuvent du lessivage des roches
encaiseant lee chenaux eouterraine mais elles peuvent auesi,

partiellamant du moins, étre d’origine profondse,
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Les eaux thermales eont généralement riches en chlorure et en
eodium, des rénctione aecondairea pouvent modifier cotte
cemposltion initiale.

Selon White (1957} on murait gquatre typee chimiquee principaux:

- chlorure - sodium

- chlorure - eulfate, mcide
- eodium - bicarbonate

- calcium - bicarbonate

A lLardersllo, la vapeur purchauffée d’origine profonde eet
ezeocides i d'eutree gaz, principelement COz et HzS5 et entraine
de l‘acide borigque. Elle ne contient pae cependent de gaz tele
gque des chloruree de eodium ou/et de calcium cer & le température
du fluide, environ 250°C, cee eele ne eont pretiguement pae

volatile.

Dee &sourcee de vapeur et d'hydrogéne sulfuré aux températuree
allant de 90" & 30D°C abondent dane toutes lee réglone
volcaniquee du monde et sont partout appelées fumerclles.
L‘oxydation de l hydrogéne eulfuré prodult, outre de l'acids
sulfurique, du ecufre &lémentaire gul ee dépoee autour des
bouches thermalese en heaux crietmux monocliniquee. Quelquefois,
ce dépdt eet aeesez importent pour juetifier une exploitation
induetrielle et lee eourcee chaudee eont alore appeléee
eolfataree. Les vapeure et lee eolutione chargdes d‘acide
sulfurigue attagusnt lss roches encalssantes et lee décomposant
souvent entidrement. Le leesivege dee baeeso donne dee sulfatee
eolubles tandie gue la ellice dee ellicstes se dépoee eoue forme

d’opale extrEmement poreuEs.

Une étuds de Waring (1965) montre gue les esux thermales sont
largement distribuéee eur la surface terreetre; cependant, les
eources sont souvent concentréee eur dee elree eecez restreintes.
Lee plue importantes concentratione de eources chaudes ot de
fumerolles &e trouvent dene les réglone volcaniguee de 1!URSS
(Keamtchatka, Arménie), d'Ielande, de Nouvelle-Zélande et du
Japon. Pour des ralpone leogietigquee, sucune de ces zonee ne
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pouvait &tre cholele pour une étude & réaliser on Sulsee et pour
lequells le budget ne permettait pes de céder & ls tentetion des
longe voyeges. De failt, les manifestations géotharmales
"cédlébres” les moine &loignées de la Sulsee étailent, & notra
connaissance, celles de ls région de Naples: les Chempe
Phlégréens. C'est done 14 gque noue avone effactuéd notre premidra
campsgna d’'échantillonege. Informés per la suite ds l'existencs
d'une zone thermele en Toscane, Nous Y avons concentré nos
recharches. La majorité des souches étudiées vient dcnc de cette
région. Accessoirement, 11 nous a 6té possible de fsire d'autres
prélevements - ou d‘en raecevolr - de diverses régione d'Italie et
d‘Ielande (volr Fig.l et 8).

1. Le région géothermale des Lardersllo

1.1. Historigua

Le région géothermsle de Larderallo se situe en Toecane &
= 70 km eu S-0 de Florence et 4 ~ 70 km au SS-E de Pise (Fig.l et
2).

Les menifestetione de cette rédgion sont connues depuis fort
longtempe pulegu’on en trguve mention dene le Tebule Itensria
Peutingariana (3*~= gldcle sprés J-C}. Selon K.Miller (Itenaria
Romene), l'acide borigue dépoeé par lee vapeure et lee seaux
chaudee ételt probablement utilied per lee Etrueguees de
l’ancienne Veletri (Voltera) pour la fabricstion des vernle

rougee et noire employés pour la décoretion dea vasaes.

Durant la Reneiseance, lee menifeetatione thermsles eont
aexploitéee pour leur richesee en aoufre et en alun. En 1777,
Hoefer - directeur dee pharmeciee du grand duc de Toecans -
découvre le préeence d’'ecide borique dene les eaux du lagon. Deée
1799, Maaecagni propose une méthode d'extrection industrielle
utilieent le chaleur de l'eau et de la vapeur pour feire é&vaporer
le solution borigua. Le réelieation de ce projet eet tentée entre

1815 et 1818 mais avec peu de succée et on racgurt & l'énergie de
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combueticn du boie juequ’en 1824, annéa ol F.Larderel eméliora le
proceeeus d'utiligation de 1’énergie géothermique dane le but da
récupérar l'ecide SEfiqua. En 1830, Lerderél tents le premiar
veeel de traneformation de 1'énergie géothermigue an énargis
mécanigque male sane eucceés.

u

Il favdra attendre 1904 pour qua Ginori Conti réussisee & sllumer
5 empoules & l'aide d’un moteur alternstif elimenté en vapeur
neturella (eéparéa de l’'sau) par un eoffione. N.B, 1%*+== cantrale
élactrigue alimentée par de la vapeur, Edison, 1882.

En 1905, Larderallo eet éclairé par "géothermla™,

En 1912, une pramiére cantrale est conetruita fournieeant 250 KW.
L’eau dae eoffioni eert & cheuffer un circuit eacondaira d'aau
pura. Ce n’‘est gu’eprds ls guerra qu’'on utiliegere diractament le

vapaur neturells pour produilrs l/électricité.

En 1970, lee diffdrentac cantralea inetelléas ont une puiacance
da prés da 400.000 KW. fournieeant anviren 2.7 milliarde de KWH
par annéa. En méma tampe, l'importente production de compoaée

chimiquaa: H3BOs, COa, NH«, He (découvart pour la premidra fols

aur tarra & Lardarallo) diminua jusegu’d diepareitra complétamant.

1.2, Géologia

Lardarallo doit c¢a succée excaptionnal & daa conditions
géologiques perticulidrea. La région boracifdra correepond & une
vaata anomelia de la gravité attribuéa A& la présence d‘una maaaa

magmatiqua & 6-8 km de profondeur. Calla-ci n‘aat apparammant pas
ancore tout & fait rafroidia et réchauffe l’‘aau an la
tranaformant an vapeur sécha légdramant eurchauffée. Catta vapeur
qui contiant anviron 1 % d'autree gaz (COsz, Ha8, NHa, Ha, Nz,
CH.) ramonta vars lp surfaca & travare un réseaau earré de
fiesuree ot donne naiasance aux eoffioni {(soufflarde). Lea hautas
prassiong {juagqu’'d 35 atmopphéras) et tempéreturas (Jjuequ’a
260°C) da la vapaur surchaufféa aont conditionnées par una

diepocaition particulidramant favorakla dee couchas géologiguee.
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La périe de couvartura est formée par du flysch, altsarnance da
sédimants avac un compopant argileux et imperméabla tréa
importent, Ca flysch couvrs uns épailsse formation da calcaires
vacuolaires ot des dolomims triapiques qui surmontant & leur tour
des schistas triasiques &t permocarboniféres. Ceux-cil sont
travarpds par dage fispures gul se prolongent an profondeur. En
montant le long da ces fissuras, le vapaur forme dans las cevités
des calcaires et des dolomias de véritablas chaudidres & wvapaur,
ipolédes vers le hsut par des exrgiles sus-jacentes. L’'absorption
d‘ssu météoriqua aslimentant la circulation prcfonde se fait dans
las partias périphérigquss de la région borscifére ol efflaurent
dep terrains perméablas., Ainsi, toutes las conditiona sont-alles
rempliss pour une circulation par convection é’/eau soup pression
4 haute température et pour la formaticn des vapeur dans les zones

dlavédes du réservoir,

L'exploitation intensiva das repsources géothermiques de
Lardereallc a considérablement modifié le paysags da la régicn;
pas seulemant en le psuplant de tours de refroidissemant et d‘un
entrelacs dées conduites en aluminium msis aussi sn dliminant la
plupart des manifestations naturslles.

La solfatare de S. Federigo peut amctuellement 8tre considérée
comme una manifestation naturslle bisn qu’alls soilt sn fait une
anclenne exploitation abandonnée.

1.3. San Fadarigo

La solfatara de S.Faderigc (province de Grossetco) ast la
manifestation "naturslle" le plus spectaculaire de la zone
géotharmale de Larderallo. Si quelquss échantillons ont été
prélevés dans lp solfatare "sdche" gitude an desasus da
Monterotondo ou dans déivarsess autres manifastations mineuras, la
majoritd des prélavements a été faite 1A. Sa localisation
gdographiqus espt Indiquée sur la Figure 3; la Figura 4 et leas
photos 2-9 donnent un apergu da sa topologie. L’aspsct da la

solfstare n‘e pes variéd de 1982 & 19684. Capendant, au printemps
‘86, ds nombraux changemants ont été notda, probablament suita &
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une petite exploaion phréatique quli 8 medifié lee poeiticne
relstives et lee connexione entre les dive;eee piéces d'eau.
Juequ’B cette date, il a §té poeeible de retrcuver é chsque fole
les lieux 4'échentillonage. Noue svone sineil pu noter gque

tempérsture et pH restsient ceonetsntse & l'exception dee points
d'eau ol le niveau eubieeait d‘'importentee variations.

Lo eolfatere de §.Federigeo présente une grande variété
d‘environnements gdothermsux: mares d’esu bouillonnente svec .
exutolres, chsudronse § boues, impcrtantde nappes d'eau confinde,
etc. Les pH wverlent de 2 § 7.5, lae températures de 25 & 99°C.
Les eaux ecnt ecit frenchement scides: pH 2-3, solt légdrement
acidee: pH 6-7. Nous n'avonse pse locBlisgé de sources alcalines.
On ne retrouve donc pss £ l’échelle de cette petite eolfstsre 1s
mEme distribution bimodsle dee pH en fonctlion de la températurs

que celle donnée par Brock (1978).

1.4, Description des peointe d’échantillonsge

Le Tableau 1 deonne lee carsctéristiquee des eitee de prélavement
de ls région da Lerderello, leur pH et leur température; ces
eitee eont repérés sur ls Fig.4 et lee photos 2-9.

Quand pour un méme site nous dieposconse de plueleure valeure de pH
et de tempérsturee, étsblies 4§ des destae diffdrentee, nous lee
avons toutee indiquéee, Ls comparsieon deolt cependsnt se faire
svec une certsine prudence et cels pour deux reileone principslee:

1) La quelité des Bppsreils de megure n‘e pas toujoure &té la
méme. Les valeure de 1983-1984 sont, de ce peint de vue 18,
lee plue fiablee pysnt &té Stablies svec un pH mdtre et une
eonde A& température. Celles de 1982, étsbliee avec du papiler
pH et un thermomdtre & mercure, sont plue spproximetives.
C’eat ainel psr exemple gu’une veleur de 6-6.5 &tablia au
papler pH peut ne paeg &tre eignificativement différente
d’une veleur de 7 megurée pu pH métra.

2} La localisation exacte du sita ne peut-8tre préciede au cm
prée. Or, dane cas milieux, i1 euffit quelquefcie de déplacer
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le thermométre de quelduee centimdtree ou de l'enfoncer un peu
plue pour obaerver d’'importantee variations de températura.

Cela dit, lee deux varietione consdguentes meeurdee eont, pour la
température, cellee dee échantillone 2 (85/69.7) et 11 (42/25).
Pour l’échentiliion 2z, i} e‘agit probeblemant d’un problame de
locelieation, les pointe de repadrae n'dtant pae ebondants dans
coetta zona 1li. De plua, il semble y evoir dane tout ce complexa
principal dee ralations trée eubtilee entre las différentes
zones; alore gue toutes les eaux paraissant &tre en contact, on
mesura d’'importantes différencee de tempdérature at da pH d‘un
point & 1l'autre. Catte situation eet certainement peu stable d'ou
dee changemente probablement fréguante dee conditions de
température et de pH.

Pour le elte 11, l’explicetion réeide dene l’eeséchament
intermittent de le esource. Quand la eource eet terie, la
température du eddiment e’abaiese lentement jusqu‘d atteindre
celle de le température ambilante. Dans le méme tempe, l’aciditd
diminue progreeeivement. Il gembla donc gque l’eau de le source ne

eoit que modérement chaude maie par contre trée ecide.

Un seul écart de pH supérieur & une unitd a &étd meeuré, ei l'on
excepte le gite 11, il e’agit du eite & {5.8/4.5). La
locelieetion du eite étant aseez préciee st Bes connexione avec
d‘autre zones de la soifatare peu édvidentee, il eet possible
gu’il y eu ld un changement dens la compoeition méme de
l’émanation cheude.

Dens l‘enecemble, les eltes ont donc peu chengé sur le période da
deux ane coneldérée. Il faut cependent noter gue lee mesures ont
toutee été effectudes & la ma@me période de l'annda ce gul arrange
paut-atre lee choses! Mais, comme nous i’avons mentionné plus
haut, le situation au printempe '86 dteit complétement
différente. La topologile ayant bheaucoup varid, lee connexiona
antre les différentes zones ont &té profondément modifides et il
nous étalt guelquefola difficile de retrouver lee sites
précéddammant &tudide. Brock (1978) note guas la problame de la
etabilité phyeicochimique eet plue grand dens les airee acides ou
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les sourcss pauvsnt tsrir puis réapparaitrs, chsngar de
températurse, p:ésanter un chimisms modifié éana aucuns raison
évidents, cecl semblant bsaucoup plus rars pour lss sourcss
ailcalinss. Si l‘on prand sn considérstion i‘enssmbls dss donnéss
rocuslillies sur ls &its ds S.Federigo, il faut bisn lui randrs
raison meis, fort hsursusesment, sucun chengsment notsble n'sat
intsrvenu durant la périods 82-84 psndant laguslls 1ls plus grands

pertis du travail sur le terrain a été affactué,

1.5. Chimisms

Ls concentration sn soluté dss sources chsudss varis bsaucoup,
m8ms & l'intériesur d'une aire locale. Less ssux thsrmalss avsc
moing ds 500 mg T0S (total dissolvad solutss) par litrs sont
rarss. La concentration meysnns pour les esux tharmalss est
probshlemsnt & paine sn dessous de 2000 mg TDS/1 ce gui est
considérablsment plus &levd qus lss valsurs typiques pour les
saux ds surface de lace ou ds cours d’ssu, <150 mg/l.

Catts richeses sn soluté psut s’sxpligusr psr une plus grands
capacité de lessivege st da transport dsa =aux tharmalas.

Les sources avac doa températurss infériaures 6 B0'C ol less saux
sont sntiédresment d'origine métdorigus récente ont dss sslinités
plus faibless, antre 200 st 400 mg/l (Castsnholx 1969).

A 5.Fedarigo, l'anelyss dss sels dissous a étd étsblis pour 11
sites différants. Leé valsurs sont données dans ls Tablesu 2.

La fiahilité dss analyses psut &tre sstimés sn calculant L‘'écart
antre ls gomms dass meg/l des cetions st des anions, écart ne
dsvant pas sxcéder 10 %, L'échantillon 7 sst 8 la limite de cette
valeur, l'échantillon 11 par contre, svec un écert ds 20 %, n’‘sst
plus fiskble. D'aprés ls rssponsshle des analysss, l’srreur
previsndrsit d'une soue-satimation dss ions S2-.

En compersison, nous avons donné dss valsurs mesurées pour

d’autres sourcss tharmelss de types ot ds localisation varids

ainsi qus pouxr dsux =saux "froidss".
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Lee eaux thermales sont généralement trés pauvree en nitrate, du
moina & leur eource, un enrichieeement pouvant se faire le long
d'un effluent. De l'ammonium & &té trouvé dens moine de les moltié
dee 860 eourcee dtudidae au Japon avec une moyenne de 1.6 mg/l,
eoit coneidérablement plus gue les concentrations en nitrate

{Uzamaea 1965). On retrouve 4 Lardaerello cette prédominsnce de
l*azote poup forme ammoniacal male lee guantitée en jeu eont un &
deux ordraes de grandeur plus élevées qu‘habituellement. Cels
provient du fait que les eaux de Larderello esont des condensats

d'un gisements de vapeur ol l‘smmonium &8t plus concentré.

Lea concentration en eulfure des sourcee verie généralement avec
le pH. Cette relation est trde peu msrguée pour lee eaux de
Larderello maie l'ion S?- paut &tre fecilement scue doeé.

Dene les sourcec japoneises étudiées, on a trouvé du phoephata
dene eeulaemant 36 % des sourcee, mals Bvec une moyenne de 6.5

mg/l ce gul eet nettament plug qua dans les saux toecanas.

Leg concentretions en sodium et eurtout en chlore sont plus
bessas & Larderallo gqus dane la moyenne dee saux thermale psrce
qus 1B vapeur sé&chs & 250°C n’me pae une température auffisantae

pour entreiner dee chloruraes.

Lee esux thermales &e S.Federigo ont des concentrations an
macronutriments suffieantee pour permettrs le développemant
d'organiemes bactériena comma c'est la cas de pratiguement toutes
les eaux thermales. Lae& contraintes chimiques aont plus
fréguentes aux nivesux daes micronutrimentse. Lee concentrations an
ione métalliguee psuvent atteindre dee geuille toxigues et exercer
un affet sgélectif. A S.Federigo, cee concentrations sont dane la
moyanna de callee mesurédses allleurs avet eaulaeamaent une grands

sbondance en acide borigue.

La présence d'importantes quantités d’acids borique dans la
vapeur, & Larderello, constitue un particularieme régionnal
reconnu. Un dep nivesux triaeigues da le série sédimentsire
toscene est composé d'éveporite (principalamant d'anhydrite} tréds
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riche en bore. Comme l‘ecide borigue eet entrsiné par la phase
gy - aad

vepeur, le paesaga_dg’catte vepeur & travérg‘lae évaporites amdne

l’acide borique & la eurface. Cet acide s été exploité pendant

prée d'un eidcle et deml dens le région.

L/échantilon 1] se dietingue notsblement de#s eutreae par una
concoentretion plus élevée en ls plupart dee solutés. Il eet @
noter qu'il e’sgieezit d'une msre eceecez profonde au niveau d’eeu
axtrémement veriable, la température de l/seu diminuent & meeure
que eon niveeu beissait. Il est poeeibls qu’il y ait donc un
phénomdne de concentration dee solutde.

1.6. Minéralogie

Des échantillons lyophilieds ont &été &tudiés par diffraction, 11
e'sgit d'un mélange d'esu et de boue prélevé aux sitee 4, 5, 6, 9
et 11,

Lee réeultate sont indiquée dane le Tebleau 3.

Dane la majorité des échantillone, il y e ¢oexietence du eoufre &
eon maximum d‘oxydation (eulfate du gypee) ot & son meximum de
réduction {sulfure dee pyritee).

Le quertz est le minéral le plue fréqusnt st le plue abondent. On
trouve en outre deux types ds micae: muecovite et phengite,
d‘habitude mal crietallieée ot accompagnée 4’interetratifide
probsblement hydratés plus connue eoue le nom d'illites.

Fluorapatite, zoieite et microline (feldspath potaeeigue) ne
peuvent 8tre détectée de menidre certsine avsc le matériel
disponible.

Tous lae cerbonatss (calcits, dolomits, eragonits, elddrits et

megnéeits) sont absents. Cels eet & mottre en relstion avec le pH
souvsnt trés bee dee epurces thermslee.
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Lee réegultate d’un doeage quantitatif sont donnés dane le Tableau
4. Seuls le quartz, la pyrite et lee phylleosilicates ont été
doséa.

Comme cee derniers minéraux eont mal crietrilisés, Lls eont
probablement soue-dcsée.

On conetate que le quartz domine dane tous lee échantillcone et
que la pyrite eet relativement abondante. L‘illite eet le minéral
le plug importent dane l’échantillon 11.

1.7. Analyes des gez

Les gaz des manifestations hydrogthermales contiennent des
composante d/origine profonde, des gez atmoephdriquas disecus
dane l’sau du eol et d‘/sutree composanteé prevenant an partie de
réactions evec lee roches (COa}.

Le CO:; est générelement le gaz prédominent. Dene une région &
forte anomalie thermique, sa pféaence peut 8tre attribude aux
réectione nétamorphiquea entre eillce / silicates et roches
carbonatéoe dont 1'équetion la plue simple est le auiventa:

.8102 + CeCOx ——3 Casi0s + COa

Quelgquee données ilectopiquee étebliee en Nouvelle-Zélande
suggérent cependant gu‘une partie du CO: pourrait également
provenir de dioxyde de carbone atmoaphérigue entraind en
profondeur pear l‘eeu ocu/et de dioxyde de carbone provenant de le
décompoeition de metidres organiquae (Gunter et Muegrave 1966).

A Larderello, le contenu en 13C du COa parelt confirmer que ca
compoeé provient principelement du thermométamorphieme dee
cerbonetes eddimentaires mering (Panichil et Tonglorgi 1976, Nuti
et al, 1980}, Lee varistione locales observéee dane le champ
géothermal semblent nédanmoine indiquer gu’il y a un mélange entre
du COa d'origine géothermale, richa en 3C, et du CO, d’origine
orgenique, plue "léger" (D’Amore et al. 1977). L'apport de COx
d'origine orgenique &e felt principalement dans lee zonee nord du

champ ol dee feillee mettent le rédservoir géothermel en contact
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avec du edédiment du pliocédne; on explique ainel l'eppauvrissement
en 13C gelon un gradient §,5-0 / N,N-E (D'Amore et al. 1977},

On trouve frégquemment du méthane dene lee gez hydrothermeux.
L'origine de ce gez est trae contreverede.

Craig (1953) et Hulson et Mc Cabe {1962e,b) supposent que le
méthene provient de la réduction ilnorganigue du COx: eelon la

réaction suivante:
CD2 + 4 Ha ——) CHa + 2 Ha0 (1)

D‘autres chercheure pensant que cette réaction n'intervient pas
dane la formation du méthsne, du moins pae dans les
environnements géothermaux coneidérée {Gunter 1978, Panichi et
Gonfiatini 1978). Le méthane eerait alore d/origine organiquae at
proviendrait du métamorphieme de le matidre organigque selon le
modéle développé par Galimov et al. (1973).

A Larderello, la calcul dee températures dee réeervoirs & partir
des égulibree chimiques ou lsotopiques de la réection (1) dounnant
dae réeultata différant notablemement, on euppose qgue le méthane
est plutdt d’origine orgenique (Nuti et al. 1980)., Par
conségquent, le méthane proviendreit principalement de matidre
carbonée représentent les derniere stades de minéralieation da la
metidre organigue.

L'oxygéne eet probablement d’'origine atmoephérique ainsi que,
évidemment, ls quantité drazote éguivslant & la compoeition de
l'air. On trouve cependant généralement un excédent d’'azote
lequel pourrait EBtre d’origine magmatigque {(Hulson et Mc Cabe
1962a,b). D'apreés Marinelli (communication personelle) cette
contribution sereit da l'ordre de 1 % 84 §,Federigo, l’excads
provenent probablement de l’‘elr dieeoue dane lee eeux
superficielles dont l’oxygéne corregpondant a &té consommé psr
dee eubetancee diesoutee dane l’'esu.
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L‘hydrogéne suliuré eat préeent dane ls plupart des

manifeetatione thermalee, donnant d celleg-c¢i leur odeur sl
typigue!

L'hélium détecté 4 Larderello pourralt avolr trole origines
différantaa (Nuti 1984):

- atmoaphérique

- primordiale

-~ radiogénique

Le rapport He/Ar dane le flulde est basaucoup plue éleveé gue celui
meguré dane l'atmosphdére (D'Amore et Trusdell 1984); cela
aignifie qua seuls une guantité minime de 1'hélium peut &tre
d'origine atmoasphérigue. La majeure partie provient en fait de la
décompoeition radicmctive ds Yl uranium et du thorium préeent dane
les rochea (D'Amore et Trusdsll 1984, Nuti 1984).

Lz Tableau 5 donne la composition des émanaticne gazeussas
prélavéas auv-desaus de 10 mites. Cette composition sst etable

d’un échantillon d l'autre et n'offrs d’autree caractérietiques
importantes que 1l'sbondance en hydrogéne.

L'hydrogéne et un conatituant pasrmanent de l’atmosephére, il eat
produilt par des processus naturela et anthropogénes et consommé
de maniére prédominanta par laa acle. On a démontréd que las
concentrationa en hydrogéne dane les Bcle ou lee eaux é&talent
trop faibles pour permettra sa coneommation par des
hydrogénobactéries {Conrad et Seiler 1979, Conrad et al.
1983a,b). Seules des microconditione lccales peuvent permettre
l’activité de ces bactéries. Dane les milieux gdotharmaux on
trouve cependant l‘hydrogdne de manidre constante &t A& dea
concantrationa de l‘cordrs du %. A Yallcwetone par exemple, ceatte
concentration eat généralemant inférieure & 1 %, mals & la acurce
"Eemerald® elle atteint 4 % (Gunter et Muegrave 1966). Le long de
la faille @2 Yamssaekl, on a dze concantrationes de l'orxdre ds 3 %
(Kita et al. 1982},

56



. - . s

L'hydrogéne est produit, & tempéreture élevée, par réecticn entre

l'esu ot dee redicesux-chimiquee tels que;Si',ou S§1i0- (radicaux
RO B 13

créée par rupture dee molécules de 3102 du guartz ou de l'opale]).

On surelt les réactions suiventee (Kita et al. 1982):

i+ + HaO ——3 Si0M + H-
He + H* —3 Ha

Le radicel 51i0- étant etable tent gque la température n’excdde pae
200°C, il reete inerte et ne réegit donc pase avec le radical H:
pour former dqu S1i0H.

L'hydrogéne pourrait égelement provenir d‘une réduction pertielle

de l’eau par des minérsux ferreux des rochee & haute température
{D'Amore et Nuttil 1977).

Il eet égslement possible d'envisager une origine profonde pour
ce gez, Dene les bulles microscopigquee contenuee dane lee
cristaux de digmant, on trcouve en effet juegu’d 76 % de Hz et 36
% de CH« {Meltcn et Giardini-1974a,bl.

1.8, Cerbone grganique

La teneur en carbhone crganique d’échentillons lyophilieée aet
donnée dene le Tebleeu 6. ‘

Toue lee échentillone esuf un ont dee teneure en Corg inférieures
alkg.

Pour l'échantillen 9b, la préeence d‘un supplément de metidre
crganique e‘explique aieément de par la proximité d‘un petit
dépSt sauvage d'orduree. Alore gue la eource (9s) n'eat gue peu
contaminde, l‘effluent (9k) préeente environ 4-5 fole plus de
Corg gue les sutree é&chentillons.

Ces failblee valeure leleeent supposer gue la production primaire

eet probaklement seeurée psr dee hectériee sutotrophee gui
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fournissant la matidre organigue néceseslre au développement dese
orgenismes hétérotroohes. Ceux-¢l sont peut-&tre égelement &€ méme
de ea développer eu dépens de matiére orgsnigues sllochtone.

1.9. Consommgtion d’'hydrogéne

Il a été montré (Conred et Seiler 1979, Conrad et al. 1983a) que
les hydrogénobactéries nréteient pas responsebles de 1l oxydetion
de l'hydrogbne meeuré dens les sols, l‘eau ou l/stmosphére.

Le geull de concentration d‘hydrogéne utilicable psr les
hydrogénobactériee est supérieur 6 1 pl/l elore gu’'an moyenne on
a des concentretione en hydrogdne de 0.56 pul/l dane l1'atmosphdre,
de moins de 0.01 ul/l dene la phese gazeuean das sols at de 0.04
pl/l egu plue dane lag esux (Ha extrsit danse une phase gazeuee
inerte). Qui plue 8st, le K. appsrent mesguré chez les
hydrogénobactéries, >1pM Hz, eet bien cupérieur & celui mesuré
pour la coneommation d’'hydrogéne dens les eols ou lee lace (11-83
n¥ Hz) {Conrad et al. 1983a). Cela eignifie que lee
hydrogénobactériee ne sont pae capsbles d’utilieer l'hydrogdne
prépent dans cea milleux, sauf pendant de courtea périocdes ol l=a
concantration en hydrogéne augmente traneitocirement ou slors en
profitant de microconditiona locales, p.ex. aux voisinages de

fixateure d'ezote - c¢yanchactéries cu symbiontes de plantes

Dans les milieux géothermaux ol la concentration en hydrogéne ast
quelquefois de plueieurs pourcente, ls situation se présents
différemment. Schink et al. {(1983) ont d‘ailleure montré gue dans
les epites gédcthermsux, la ccnescmmation bicleogigque de L hydrogéne

était tout & feit eignificative.

Nous avone donc décidé de mesurer la consommation d‘hydrogéne
dane deux sites de la solfatare de Sen Federige afin de pouvolir
eetimer 1’importance des hydrogénchbactéries danes ce processus.
Cette recherche a été possible grdce & la collaboraticn du Dr.
Conrad, elle a été coneignée par Conrad et sl. {1985e}.
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L’évolution de la teneur en hydrogéna a &té mesurde pour des
échantillone provenent dea eitee 5 et 9,

Lee caractériatiques’chimiquas da cee eited ont &té donnéee dane
le Tableau 2.

Lee taneurs en coxygdne et en hydrogéne diessoue eont donndes daha
le Tableau 7. En comparaiaon, noue donnone lee valaura mesurées &
Yallowstone (Schink et al. 1983).

A caupge de la température dlevée de l'egu, les coefficiente de
solubilité de cee deux gaz sont trde bes el bien que lae
concentretione in eltu sont falbles melgré le contact avec
l’atmoaphére et un gazage intenalf avac lee gaz fumerolliens
contenant =4 % Ha.

Lee concantratione en oxygéne diseous données dans le tableau 7
sont indicatives car il a fallu sttendra le refroidissamant da
l/échantililon avant de pouvolr utilisar l'électrods & oxygana,
refroidissamant pendant lagquel da l'oxygéns stmosphériqua a pu se
dissoudra. Le teneur an hydrogdne dissous raprésente elle uns
limite inférieurs car une partis de¢ l'hydrogdne initialamant
présant & pu Btre concommé apréde l'échantillonage et cela malgré
l'inactivetion provogquéa par le refroidissamant et l’adjonction
d‘un inhibiteur.

Quand les échantillons sont incubde & 60°C, la tenasur an
hydrogéna dissous diminua avec le temps. La consommation
€'hyf€rogéns apt supprimées par l’adjonction de NaOH mais geulemant
partiasllemant inhibéa par celle de HgClz: (Fig.5). Lea chlorura da
mercura n‘est donc pag un bon inhibiteur pour cee eaux l&,
contrairemant & ce qui aveilt été obeervé per Schink & Yellcwstone
(Gchink at al, 1983). On peut supposer gus la mercure précipite
evee les sulfures présante dans l’'échentillon ¢e gui snnula son
effet inhibiteur. Il apparait cependant nettement gque la
consommetion d hydrogéns ast liée & dee activitée bilologigues.

Nous n’svons jamals obsarvé de production d'hydrogéne durant les
expériances d’'incubation, mBma guand l'hydrogéne dleseous a &té
précédemment soutiré per axtraction. Une production d'hydrogdne
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comme celle rapportée pour leeg eaux chaudes d'évente
hydrothermaux ecuc-marine (Barcee et eal. 1982) n’'’e donc peae pu
Btre démontrée.

A cauee de le faible concentration in situ d’oxygéne, les
expériences ont été menéeec sueel bien en conditicne adrobiee que
anaérobies; lee candidate pour une coneommation anaérobie de
l'hydrogéne &tant les bectériee mé&thenogénee et sulforéductricee,
lee hydrogéncbactéries pour la coneommaticn aérobie.

La Figure 5 montre lee réeultate obtenus eur le eite 9. Dans ce
eite, lea consommation anaércbile de l'hydérogéne eet six fols plue
active que la coneommation eérobie., Dane le eite 5, au contraire,
le consommation eérobie prédomine {(Tableau 8). La tempéreture du
eite 5 ept inférieure &4 celle du eite § (Tableau 1), le
eclubilité de l’oxygéne y eet par coneéquent meilleure, ce qui
pourrailt expliguer gque la consommation aérobile de l'hyérogéne y
scit prédominante.

Dane une certaine mesure cependant lee activitée aércbiles et
aneérobiee de coneommation d'hydrogéne coexietent dane la méme
eau. Lee valeurs obtenues - en conditicns aérecbiee - gont
comparableg é celles meesurées 4 Yellowetcone (radio-epeei)
(Tableau 8). Cependant, lee différences de méthodologie rendent
toute comparalecn délicate.

Quoliqu’une analyee détaillée doive &tre effectude, il eet logique
de concliure gue la coneommation d‘/hydrcgédne peut &tre expligués
par lee propriétée cinétiguee dee hydrogénobactéries (bactériee
méthanogénes et pulforéductrices en conditione eneérchbies).

1.10. Quentification dee hydrogénobactérice

Le Tebleau 9 donne les MPN déterminés pur les 1l eites de le
eclfatare de S.Federigo dont les ceractéristiquees
phyeicochimiquee ont précédemment &été données.
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Comparées au 45.102-95.10° cell/g d8 vase obtenu lors des
numérations dane le Loclat (Schweitzer et Aragno 1975}, ces
valeurs sont trds faibles. Ceci pour%aiﬁtﬁiantuallamant provenir

de problémeg "technigues”:

- Aprds cing jours 4’incubstion, les é&chantillcone ont 4G &trae
réfrigérés pour Etre transportée en Suilsse. L’incubation n’a pu
8tre poursuivie que 24h plue tard.

~ LBe cultures ont €té faites en éprouvettes. Il est apparu par
la puits gue la croilesance des hydrogénobectériee thermophiles

était souvent médiocre dans ¢es conditionse.

61 coe deoux fecteure eont susceptibles d’emener & une ecue-
estimation de la valeur du MPN, ils n’‘expliguent probeblement pase
l'écart obpervé entre len valeurs mesuréen au Loclat et &
E.Federigo. Il egemble donec gu'il y nait réallament une relative
rareté des hydrogédnobactéries dane ces milieux géothermeux. Ceci
est corroboré par les valeure établiss an Islande per
Kristjaneeon et el. (1985) gui dénombrent une moyenne de 5400
hydrogénobactériee/100ml de sédiment. Schink et al. (1983)
obtiennent respectivement 2300 et 28 000 cell./100 ml sur les
deux Bitee de Yellowstone gu‘ile ont &tudiés. Dane les deux cas,
on eet donc aepez proche des veleurs moyennes mesurdes &

Lardersllo,

Quels sont donc les fecteurs gui limitent la crolesance des
hydrogénobactéries? La pauvretéd en matidre orgenique eembls un
etreee important. Les échantillonse 9a et 9b sont 4 cet égarzd
eignificatife. L‘échantillon 9b est contaminé per de la metidre
orgenigque en provenence d‘une décharge voieine, on y trouve cing
fois plue de bactéries gue dane lep sutree échentillons;
l’édchentillon 9a est une petite source bouillonnente donnant
naiseance & un ruisseeu A feible Aébit (9b), un échantillon
prélevé pu centre du bouillonnement sst peu eusceptibls d‘avoir
été pignificetivemant contaminé par ies metidres organigues

avoiasinantes et de feit, on n'y trouve pas 4’'hydrogénobactérias.
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Il eet évident qu‘en abeance preegue tctale de matidre orgenique,
eeulse des autotrophee obligatoiree peuvent ee développer; é&tant
donné que ds tellee bectéries exletent (VPL) i1 reete &tonnent
gu'‘ellee ne eclent pae plue nomhreusese.

Le problédme de le concentretion en oxygéne ee pose également: lee
hydrogénobactériee eont microadrophilese et donc aseez exlgeentes
quant sux concentratlione en oxygdne. A haute tempdrature, la
eolubilité de 1l'oxygbne est extrBmement réduite et 11 eet
difficile de envoilir dene guelle mesure le brageage permanent et
eouvent vigoureux euguel eont soumises les sourcee parmet
d*établir dee concentrations en oxygéns suffigantes. Le gazage
continu par un mélange de gaz dépourvu 4'oxygdne abaiese encore
la concentration en Oa dleeque.

Il convient de remarquer gue toutee lee croieeencee poeltives
obtenuea ne eont pas forcément duee & das hydrogénobactériea; 1l
est poeeible que d’'autres bactériea ee développent pendant
quelquee génératione dane lee conditions 4’incubation choieisas,
p.ex. dee eulfooxydentee utilieant lee compceée soufrée préeente
dene 1'incculum.

1.11, Meeure de 1'ATP

L'ATP eat une molécule présente de fagon universeslle et univogquse
chez lea crganiemes vivante. La teneur en ATP cellulairs eat
maintenue entre dee vaeleure aceez étrcitea, A cauce de cette
régulation, ea concentration cellulaire n'‘eat gue faiblement
corrélée & l'état phyaiclogique de le cellule. Sa meeura nous
donne donc une eetimation de la biomaase vivante, peu tempérée

par l'ectivité (Maire 1983).

Il noue a paru intéreseant de mesurer la tenesur an ATP dee aols
et dee eaux de 5.Federigo afin d'avolr une idée approximative da
l'impertanca de la biomeeee., Malheureueement, lee résultate
obtaenua, coneignéa dane le Tableau 9, nous montrent bien que lae
méthodae misee au point pour dee eole "bhanale” ne peuvent &tre
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extrepoléee eens autre aux 8ole deg. champe -fumerolliens.

D‘une meniére générmle, lee pertee - eetiméee par dopege - eont

coneéguentes, mele surtout ellee ecnt extramement digparates; on
2 méme le situetion extr&me - et abeurde| - Gee échentillone 1.1
et 3.1 ol le Aifférence (échantillon Gopé - échantillon non dopé)

excéde ls valeur du dopage! Ce gqui n'‘incite pee 4 l'optimisme
quant § la valeur dee réeultete obtenual

Globalement, lee veleure eont faibles, il e m8me fallu trevailler
evec une enzyme purifife (luciféraee) pour atténuer le bruit &e
fond qui géneit la meeure, Avent d'ettribuer une veleur
biclogique & cette faible concentretion, i} convient de eouligner
que la méthode &‘extraction utilieée n’a pae &té optimalisée et
que les veleure obtenuee ne eont peut-8tre que dee concentreatione
minimelee. Cecl dit, avec dee veleurs moyenne n'exédent pee 100
ng/ml{mg), noue avone dee concentretione au moine dix foie plue
feaiblee que celles meeuréee dene dee eole. Il semble donc gue la
biomaeee eolt faible ou peu ective, meis cette eegertion
néceealte de edrieueee vérificetione.

1.12. Enrichiggement

Le Tebleau 10 donne lee gouchee ieolée¢ ou au moine lee
enrichiseemente poeitifs en regerd du eite 4'échantillonnege,
pour la région de Larderello. Sur le Figure 6, nous evone
repréaentéd le guccés ou l'échec dee enrichieeemente en foncticn
des conditione de température et de pH. Il eet poeeible de tirer
une droite gul eépere preeqgue perfaitement lee enrichissemente
positife et négatife. Seule deux polnts eont nettement en dehore
de cette séparation eoit: le point 10 (86°C; 6), c'est & dire
l'éteng de Lago qui ne failt pse & proprement parler partie de la
eclfetare de $.Federigo et ol d’sutres facteure eont eueceptiblee
d’intervenir (p.ex. le chimieme) et le point 1.5 (60.7°C; 6.2-
6.5) gqui eet un dee raree point & evoilr &té échentillonné une
eoule foilg ce qui leieee & peneer gqu‘il e’agit peut-8tre dfun
échec accidentel.
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On constete donc que les hydrogénohsctériee eont d'eutant moine
thermophiles qu’elles sont scidophilee {et vice et versa).

A pH 2, 1la température maximele & lagquelle on trouve encore des
bectéries ast d'environ 40°C; é pH 4, elle approche 70°C alore
que les bsctéries sont encors préeentes dens de l'esu en
ébullition (98°C) e&i son pH eset inférleur & 6.

Les donnéee éteblies ne eont pas seeez nomhrauess pour
généralieer ce réeultst; toutefols, cette reletion pH-tempérsture
a déjéd été établie per Brock st Darland (1970). Ces chercheurs
ont teeté le présence de microorganiemes dans lse sourcee
d'Islende, de Nouvelle-Zélende et des USA (principslement €
Yellowstons). Les &chantillone ont été examinds auv microecope,
lee résultats obtenus sont donc raprésentsetifs ds la populetion
bectérienne totale et non d‘un groupa phyeiclogiqus particulier.
On retrouve cependant la méme reletion meis avec des limites
décelées soit: une tempéreture meximele de 70°C pour une vie & pH
2; supérieure 4 80°C & pH 4; pour lee pH neutres et amlcaline la
vie semble possible juequ’su point d'ébullition de l'sau. On
s'aeeure gqu’ll ne s’'agit pes d’'une contrainte chimigue en
vérifiant cette "loi" le long d'un affluent ecide {(pH et chimisme
- constant, tempérsture diminuant régqgulidrement}.

Il sembls done qu'il soit impoeeible sux bectéries sn générel
mais plus epécilmlement aux hydrogénobactériee d'affrontsr un
environnement gui eolt € 18 fole trds chaud et trde acide. Ces
deux etreee psraismsent egir de fegon eynerglque pour lencer un

défi & le vie que eeules de trde rares espdcas (Sulfolobug) eont
8 méms de relever.

L'écart entre lee tempérsturee maximales da crolgsance en
fonction du pH établies psr Brock et Darlsnd (1970) et celles gue
nous avone meeurées peut s'expliquer epit per un manque de
donndee de notre pert (une vingtaine de pointe contre 300!) sBoit
per la epécificité plus étroite de noe anslyees puilequs nous ne
teetone gqu‘un eeul groupe métabolique, lee hydrogénobactériee,
qui est peut-8tre plus susceptible & ces contraintss gue
l’eneembls de la population bactérienne.
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2. Autrea régione géothermalee/volceniques

Ler enrichismemente}ptéitife obtenus eilleire qu'é Larderello
aont coneignés dene le Tablesu 11l.

2.1. Région de Naples

La localieation des eitea d‘dchantilionage de cette région eeat
repérde aur la Fig.7.

- Sclfetere de Pieciarelld
Dane cette sclfatare trds acide, pH <1.5, avec der tempéreturea
supérieures 4 70'C, noue n’avone pee pu leoler
d'hydrogénobactériea. Si l‘on se référe & la Fig.6 établie
dane la région de Lerderello, il eemble gue cet insuccdésg soit
di aux conditione de pH et température pulegue nous ecmmea dans

un domaine ne permettant pae la croiaeaance.

- Agneno
Cette estation de cure présente encore de ncmbreuees
manifestations plue ou moine neturellea: ruleseaux, fontaines,
baeain pour beuea thermales etc. Tous leg enrichisgementa
réaliede y ont été poeitife.

- Thermes d¢e Capetta, Rosapeppe, Cepaaa¢ (Région de Conturai)
Lee prélevements effectude eur ces aitee n’ont pae permis
d‘iecler d'hydrogéncbactéries thermcphiles, peut-8tre i cause
de leur température eesaez bagee (30-47°C), mais plue

probablement 4 cauee da ieur concentration &levée an Has.

- Lac de Fuearo {Queat de Pozzucli)
Conditiona et réaultats eimilairee aux thermee ci-dessus.

- &tufe di Naronse

Lréchantillon prélevé & la gourca (>50°C; pH - 7) & &té
poaitif.
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2.2. Vésuve
Un prélévemant unique msais fructueux 3 6té effectué dane une

fumerolle sur le Vésuve {Filg.1), seul endrolt un peu humide (eau
provenant de la condensaticon de vapeurs fumerolliennas).

2.3, Etna

En 1981, un échantillon ramené de 1’Etna (Filg.l) 5 permis
é'isoler une hydrogénchbactérie.

Ce prélévement a été felt prés d'une fumerolle existant depule das
nombrauses années mais racouverte & 1’époqus de cendres provensnt
d'une éruption récante. Cetts fumerclle a disparu aprés

l'éruption da '83 qui 1l’a snsevellie sous de la lave.

Lee divers prélévements sffectués en 1984, représentstife das
conditions variées ont tous é&té négatifs.

Une nouvelle fumerolle est apparus en '86. Apparemment elle n's
ps6 encore été "colonisée” car aucun des échantillons effectué &
proximité n's &té positif.

2.4. Les Iles Ecliennee (Vulcano)

De nombreux échentillons ont é&té prélevéd sur 1’'Ile de Vulcano
(Fig.1) dans quatre types d'environnements distinctse; las
échantillons sont donc trads variés, on B:

- Des échantillons trés mcldes, pH 1.5-3.5 svec des températures
de 45-75°C.

- Des échantillons de pH 3-4 avec des températurse variant de
26 & 65°C ot dont la localisation & quelques mitres de ls plegs
laisse supposer qu’ils sont constlitués d’'un mélangs dresu de

mer et d'eau de source.
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- Dee échantillone faiblement acides préipvéa en mer eu-deseus
d'un évent (= 120°C). '

- Dep échantillone prélevée dens dee fumerolles eur le bord du
cratédre ectif de La Foeea, en milieu ecide et sec {dégagement
de 502z).

Des isolaments ont &té tentés en ces différente endroite & deux
repriper male sBane succés. En feilt, la mejeure partie dase
échantillone eet danes une zone pH-tempéreture peu favorable.
Lee plus eusceptibles d’abriter dee hydrogéncbactéries ont une
concentration en sel ee rapprochant de celle de l'esu de mar

(3 %); 11 y a 1ld une contrainte supplémentaire peut-8tre
regponseable de l‘absence d'hydrogéncbactéries.

Aucune recherche n'a été faite juequ’id préeent dens le grend
champ fumerollien prée du cretére de 1l'ile de Stromboli,

2.5. Islende

Plusieure €chantillons ont été ramenéde d’'Islande depuis les

régicne eulvantes:

- Landmannalaugar; Geyeilr; lac Myvatn, SO de Reykjahlidh;
sclfetare de Nemafjall; Heimeey; Reykholt; aourcee de
Burbharbak et de Kleppjarnereykir; solfatesre de Krisuvik,
région de Hveragerdhi (Fig.8).

Lee échentillone poeitife eont donnde dene ls Tablesu 11,

Notone qgue lee conditions de trensport et de conservetion n’ont
pas 6té optimalee. Malgré tout, la rareté des échantillone
poeitife (Tableau ll} eet surprenante vu les conditions
généralement favorables de pH at température, De plue, on &
détecté, de meniére semi quantitative, de l'hydrogéne dans
Plusieurs des eitese de prélavement: 5 &% & le eolfatsere de
Namafjall; 2-5 % & Krieuvik; 0.5 % dane la région de Hveragerdhi.
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3. Bilsgn

Sur la besa des résultats obtsnus, nous pouvons tenter d'établir
un bilasn des caractéristiguas at ds l‘intérét biologiqus des
milisux géotharmaux - et volcanigues -. Le plupart des remarques
e'appliquant plus spécifigqusment & le solfatars de 5.Fadsrigo
mais pesuvent cartsinsment Stre sxtrapoléss asens modificstions

najeurss.

Nous avons vu gue les milisux géotharmsux présantant uns certsine
variété ds conditions phyeicochimiquss svac, dans lss régions
étudiées, prédominance d’'environnements chauds st acides. Cas
milisux epparaissent relativemant &tablss, pauvres sn matidrs
organiqus mais dotés de tous las macronutriments indispsnesblee &
lg vie. Ces conditions doivent favorissr le développement de
bectériss sutotrophss obligatoires ou i prédominsnce sutotrophe.
Leur teneur élevée en hydrogdne las rend particulidremant
intéresssnts pour l‘étude das hydrogénobactéries, MEms 8i leur
nombra, déterminé par le techniguas du MPN, est faible, da
nombreux snrichigsements positifs ont pu Stre réalisé. Dans un
milisu donné, la succda das enrichisssmants ast 1lié aux valeurs
da pH st températurs dss lieux d‘échantillonsage.

La consommation in situ d‘'hydrogéns eat compatible avac une
activité biologique ce gui attasts 1’importance des
hydrogénobactériss danas cass milisux. La population totals y sst
coependant faibls (mesure ds 1'ATP) 8st, vu leur grande sélectivité
8t leur pauvraté en niches &cologigquass, 1l ®n ast probablament de
méma pouy la divereité spécifique, meils cscil demande & &tre
verifié.

L*é&tude taxonomigue dse baectériss isoléss £sit 1/objst de la
suite de ce travail. Nous verrons dens guelles mesures les
perticulsrités ds leurs habitsts ont dss répercussions sur leur
métabolisme et leur évolution.
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V LE GENRE HYDROGENQBACTER
RARRRRARNAAR R RN R RN N NN R

]
I - i &

Comme nous l/’svons eouligné dane l'’introduction, lee
hydrogénobectériee ont toujours été coneidéréee comme un groupe
phyelologigue ne contsnant pae é’'autotrophss obligatoiree, cele
contrairement & ce que l’on obesrve chez d’'autres
chimiolithotrophee (bectériee nitrifientee ou eulfooxydentes
p-ox.). La capacité de fixer le COz et d’utilieer l'hydrogadne
moléculaire était coneidérée comme un atout supplémentaire
conférant un avantage & la bactérie dene lee raree cae ol la
concentretion en hydrogéne eet euffieante pour permettre eon
utilieation.

Il noue eet cependant raplidement apparu que lee eouchee
thermophilee non eporulantee isoléee de Toecene (et de guslguee
eutree régione d‘Itelie) éteient eueceptiblee de préeenter un

métabolieme & prédominence sutotrophe, voire une autotrophis
obligatoire.

Lee conditions rencontréee dene les manifeetatione géothermalae
(pauvreté en carkbone organigue, ebondance en hydrogdne) allides &
l/abeence de mécaniemee de réeletence (eporee, kyetee)
contraignent en effet ces bactériee & une croleeance
lithoautotrophe, einon obligatoirement du moine
préférantiellement.

Loe eoeeais d'utilieation de eubetancee organiquee ont rapidement
confirmé cette hypothéee.

L'autotrophie obligatoire de cee nouvellee esouchee, quoigue
prévieible, noue e cependant eurpris; il y a dee concepte bien
ancrée dane lee eeprite et lfautotrophie facultative dse
hydrogénobactéries était de ceux-1l4l
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Au coure de ce travall, noue avons prise connaissance de troie
desecriptions de bactériss présentant dee cerectéristiquas
eimilaires & cellee dee eouchss étudidas & eavolir:
hydrogénohactériee thermophiles isolées d'environnements
géothermeux, non eporulantee, incapablee de ee développer en
conditione hétérotrophee. Nous AvOns Pu nous Procurdr qualquas-
unee de cee Bouchee et les inclurs dane notre étude; 11 s’'agit
da:

- Hydrogenobacter thermophiluse (Kewaeumi et al. 1984)

- TK-6, souche type
- TK-H
- TK-G

- Caldprobactearium hydrogenophilum (Kryukov st al, 1983}

- 2-829, eouche type

- Hydrogenobacter ep. (FKristjanseson et al. 1985)
- H-1
-~ H-12
- HvH27

Dans une étude comparative, noue evone répétd avec ces scuches
certainee expériences feitee avec lee ecuches de Toscane. Dana ce
casg, noue donnons las résultmte obtsnus eane autre Iindication.
Quelgues résultate ont &td tirés de la littérature, auguel cae
ile seront sulvie G'un eetérieque. Lee référenocee correspondant &
chague eoucha sont données cil-deeeus et ne eeront pluse répétées.

Il va és geol gue, traveillent avec dee autotrophee obligatoiree
appartenant au mé@ma groupe phyeiclogigque, le set de teste
phénotypigques discriminatife eet considérablement réduit. C'eet
pourquol nous commencerons catts &tude per une caractérieastion
génotypigue gul nous permettra de cerner les différents groupes
en préeence et juetifiera le choix ds gquelquee-unes de cee
souches pour les tests phénotypiques.
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A) RESULTATS

Dans cette premidre pertie, noue donnerorns -les réeultate obtenue
avec quelquee commentairse succinte. Les données les pluse
intéreeeantses seront raprisee dens le eeconde partie (B) pour
8tro digcutéee plus en détail.

1. Souches étudidae

Pour cette étude des souchss apparsntées su genre
Hydrogenobacter, noue avons prie en coneldération toutes 1l8s

hyérogénobhactériee thermophiles, non sporulantee, incapables de
68 développer en conditione hétérotrophse st eyent un % G + C
d'environ 40 %.

Le lieste de ces ecuchee eet donnés dans ls Tebleau 12 avec, en
reppel, ls elts d‘échantillonege (voir eusei Tableaux 10 st 11);
noue indiquone &galement l'origine dee ecuches TK-6, H-1 et Z-
829, étudiées en parslldle.

Le cae de MF3, autotrophe facultetif, eera traité plue asn détail;
cependant, des étudee ultérieures ont justifié eon intégration

dane ce groupe.

Dene un eoucl de concielon, cae epuches seront globslament
déeignées comme Hydrugsngbacter, postulat gue nouse justifierons

dene le suits de ce travail.

La dietribution géographigus approximative de ces ecuches est
donnée daneg le Figure 9.

2. Pourcentage quenine + cytoeine

Ls pourcentage G + C dss différentes souchee est donné dane le
Tableau 12. La similarité des valeure ohtenusse conetitue un des
critéree noue eyent permis de ne pae exclure une parenté entre
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lee Bouchee, Lee différences entre les valeure G + C meeurdes par
noe ecine et cealles relevéee dane la littérature eont fecilement
explicables per des varietions plue ¢u mcins importsntes dens les
méthodes de détsrminetion utiliedes (on sait gqu'un dcert
d*environ 5 % n'a dea signification que sl lee masuree ont é&te
faitee dane les mémee conditions, vocire dens le méme laboretoire
et per le m@me charcheurl).

Il est de peu d'importance de déterminer guelles ecnt laeg mesures
les plue prochees de 1B rédalité puiegue seulss lee comparaisons et
une bonne estimaticon noue intéreesent. Pour ce faire, las valeurs
qua noue avone mesurées sont donc lee plus adédguatee.

Toutee les valeurse obtenuas eont compriees dane une fourchette
sggez étroits sllant de 37.5 d 40.3 % G + C.

Ces valeure aseez besees dietinguant radicelement ¢es bectériee
dee hydrogénobactdriee déjd ddcrites (voir discuesion) et

infirment une fois de plue la relaticn entre une vie § hsute
température et une teneur élavée en guenine + cytoeine.

3. Pourcentegee d'homoiogie ADN-ADN

Comme l‘éguivalence de % G + C n’implique pee forcément une
perenté étroite, il conveneit d'effiner cette premidre approche
per dee eéries d'hybridetions ADN-ADN.

Les pourcentegee d'hcmologie ADN-ADN gont donnde dane le Tahlesu
13.

Nous svone cholal de travailler dsne des condlitions trés
gélectives en meegurent la viteese de réaseociastion 4 70°C ce qui
est dlevé pour dee souchee ayant un % G + C d'environ 40 & (Tm -
5°C). En mesursant ces veleurs 8§ 60°'C (Tm - 15'C) noue ohtancne
dee pourcentagee d’'homclogie de 10 % supérieurs, en moyenna.
Cepsndant, & cette températurae, les c¢ourbes da réeeecclation sont
besuccup moine bcnnes et les eetimetione d’'homologie plus

impréciaes.
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Lee régultats obtenus sont d'une netteté frappante. Vieiblement,
cea bactériea doiv;:i'tpatre ecindées en c-in*q"groupaa.

A l'intérieur de cee groupes, lea valeure &'homologle dépmeeent
70 % s5lore qu'entre deux groupes ellee aont inférieuree 4 20 %
{(velr aueai dendrogremme, Fig.10).

Noue avona lea groupes sulvants:

- Un premier groupe de eopuchee isolées de Toscane:
T3, T4, P4, PY, P1O.

- Un deuxidme groupe de a@ouchee isoléee non eeulement de Toacene,
male aueai dautrea régiona d/Itelie:
TS5, T13, Ti171, Ti8l, T191, 102, MF3.

- Un groupe de eouches iaocléss au Japon:
TK-6 (Hydrggenobacter thermophilue, souche type), TK-H, TK-G.

- Une souche 8n provenance d‘Union Soviétique:
2-829 {Calderobscterium hydrogenophilum, souche type)

- Un groupe de souchee isolées en Islande:
H~1, HvH27.

Le rdelitd de ces cing groupesa une foie établie, nous avone tenté
de retrouver dane lea caractéres phénotypigques la aignature de
cea différente génotypea.

Lea réaultate lee plue eignificetife de cette &tude phénotypique
eont coneignée dene le Tableau 14.

4, Morpholegie

Toutes lee souchea sont dee bdtonnete non eporulante, non
mobilee, montrant une tendance d former dee filamente, eurtout
aux températurea eupraoptimales. Lee faibles variations de

dimeneiona entre lea eoucheas &tudides {Tebleau 14) ne aont &
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notre avie pas significatives et eont & corréler svec les
veristione observéee en fonction de 1'état physiclogique das
cellules. De plue, ces variations concernent surtout la longusur
des cellules, paramdtre bezucoup plus varisble que le diambdtre
qui lui conetitue une meeure moins aléatoire.

Les photos 10 et 11 montrent l'sspect dss gouches T3 et T13.

5. Ultrmstructure

Ls parol bactérisnne est de type Gram négatif et en préeente la
structure typique (photo 12). Cette structure suggdre
l'appsrtenance de ces bectéries au rdgne des Eubectéries.

Aucune membrene interne ne peut &tre obssrvée comme c‘ast
généralement le cae chez les hydrogénobectéries.

6. Culture an milieu liguide non egité

En bouteille et an conditions autotrophes, le croleeence eet
bonne et relativement reapide (DO ~ 2 en 5-7 joure).

Il est égelement poeeible de cultiver cep bactéries dans des
flacone de Fernbech, flacons préeantent un grand repport
eurface/volume; l‘inoculetion da 500 ml permet dane ces
conditions de récolter « lg de cellulees (poids freie).

La croiseence en éprouvette get trée faible; il eet probeble qu'd
60'C, ls diffusion de l’oxygdne dane le tube n’‘eet pae aeeez

forte pour assurer une oxygénation optimale (voir discuseion).

Lee culturee agées tendent & former dee aggrégsts.
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7. Croleeence en fermenteur, teux de croigeancs

Le graphe de la Figure 11 donne le courbe de croleeence de la
eouche T3 établie en conditione Ha-lithotrophee &4 65°C.

Le démarrage de la culture eset facilité &l l'on débute evec une
faible conceantration en oxygdne que.l’'on ajuets progressivemant,
soit en augmentant le pourcentage d‘oxygdne dene la phese
gezeuee, eolt en sugmentant la viteses d‘agitation.

Le pH @st maintenu conetant par edjonction de NHa concentré quand

nécagsalira,

Dens ces conditione, les taux de crolssanca mesuré ast ds 0.3 pour
T3 at ds 0,33 pour MF3; Le tesux ds crolesance d'Hydrogenobacter

thermophilue eet de 0.35 et donc trde proche,

8. Culture en milisu solids

e} Conditions autotrophes sur agar.
Aucune dee souche n‘eet capeble de se développer eur milieu
golide en conditions Ha-lithosutotrophes. Les précautions
prieee pour éviter le déeeé&chement des bolites de Pétri nous
ont permis de prolonger l'incubetion pendent plusieurs

semaines, mais eans résultate,

Kriatjanseon et al. (1985) ont montré qua leurs socuchas
éteient inhibées per des concaentrationa d'ager allent de 0.5 &
2 g/l. Cela pouvelt signifier que l’‘abeence de crolsssnce eur
milisu solide était due & 1l'action de la eubstance gélifiants
plutdt qu‘au mode de croieeenca.

Noue evons donc eeeayéd de eubetituer & l'sger une autre

guetance gélifiante.

b) Conditione autotrophee sur galrits
Sous la nom commarcial ds gelrite, on désigne un agant
gélifiant formant, aprée chauffage 8t refroidieeement, un gel
clair dont la forca 8st contrdlés par la concentration en

cations bivalente tels que la magnésium et le calclum. Ce
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c)

prodult eet obtenu é pertir d'un hetéropolyeaccharide
bactérien, le PS-60, produit par un Pseudomonag (Kang et al.
1982). Le pupériorité de le gelrite eur l’‘egsr lore
d‘incubstione & hautes tempérsturee & &té mies an évidence par
Lin et Cepida (1984): medlleure stabilité, meillsure

traneperence et, sauf exception, meilleure croieeance.

Vu les atouts gque semblaient réunir ce nouvel agent gélifiant,
noue l’'avone utilisé pour la confection de milieux solides.

Lee e8ceale effectués sont réeumée dane le Tablsau 15.

Le milieu ds Schlegel étant riche en ione, il y a
interférancee lors de 1’sjout des nouvsaux catione, p.sx.
formation de précipités. En complétant le MMB avec § g/1 de
galrite at 1 g/l ds CaCla, on obtient un gel mou sur lagquel
une croissanca Hs-lithotrophe est poseibls. Avec B g/l ds
gelrite st 0.4 g/l da MgS50..7HaO, on obtisnt una gélificstion
du MMB ssnsiblement ds méms qualité qu‘avsc 1.5 &% d’'asgar. Dans

ca cae, la croissance n‘egst pas poeeibls.

C'ast donc bien la natura solids du milieu qui inhibs la
crolesance, L agsnt gélifiant n'est pas @n causs pulsqus la
croleeancs sur milisu "semi-golide"” repts poeeibls.

Conditione mizolithotrophes gur agar

Ca n’est gque récemment qus 1a poseibilité d’utilieer l=
thiosulfate comme source alternative d/énergie et drélactrone
a 6té mice en évidence (voir point 14}, Alfresdseon at al,.
(1986) ont rapporté qus, cultivés en tant que sulfooxydants,
lss Hydrogasnobacter étailsnt cepablsa des ee développar eur

milieu solide en formant des colonieg jaune-brillant, euits &
l/'accumulation da soufre. Notre propre sxpérisncs noue a
incité & fairs cet sssal en conditions mixolithotrophes, c'est
4 dire an préssnca eimultanés d'hydrogéne at de thicsulfata,
On obtient ainei dss colonies baige-jaunfitre (le dépdt de
soufre egt moins importeant dane cee conditions) sux bords
diffus.
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Lee modalitée de croleeance de c¢ee eocuches trahleeent une
eenalbillité perticulidére & la concentration en oxygéne. Nous
reviendrone plus en,;détail eur ce pdint'daﬁi la discueeion.

9. Températures cardinales

~ 'y

L'incubation des eouchee & l’'eide d’un appareil & gradient de
température nous a permie da déterminer lee températures
cardingles da croissence données dene la Tableau 16.

L'appareillesge utilisd ne nous permettelr pes de réelieer lee
culturee dans des conditione optimeles: gezage non continu,
conecmmetion rapide da l'oxygéne dieponible, pH non contxdlé,
culture en éprouvette...lea DO gbtenuee sont donc feiblee mels

permettent néanmoins une compereison.

Le veleur des tempéreturee extradmee & &té éteblie dane dee
axpériencees séparéee permettant dee incubetione prolongées.

La souche P10 ot toutes cellee qui lul eont epparentées
préeentent une thermgphilie légdrement eupérieure eux eutree
eouchee. Si l'optimum de croileeence eet tout & feit comperable
(70-75"C), le meximum eet plue &levé. Lee eouchee de ce groupa

sont lee eeulee i préeenter une bonne croileeence & 80'C (Fig.12
et Tableeu 16}.

Le eignification écologique et texonomique de ce ceractdre aera
repriee dane la diecuesion.

10. Optimum de pH

Toutee lee eouchee teetéee eont neutrophilse svec un optimum aux
environe de 7.4 pour la souche MF3 cultivée en conditione
hétérotrophes (Fig.i3).

La croleeance eet poeelble depule un pH d‘environ 5, juequ’a un
pH de 8,
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Cee valeurs sont légdrement décaléee par rapport & celles
obtenuee pour Hydrogenobacter gp. (Kristjamneson et al. 1985) qui
gont: optimum 6.5, limites ds crolesance 4.0-7.5. Lwe valeurs
ayant 6té établiee dans d'autrss conditions, slles peuvent &tre
coneldérdes comme non eignificativement différentes.

11. Tolérance & divere compoeéds

11.1. Tolérance au NaCl et & la glycine

Les bactériee étudides ge eont révéléee trde sensibleg 4 la
preeeion oemotiqus. Quoique ieoléss de milisux relativement
riches an ssls dieegue, elles ne supportent pae l’adjonction de !
% NaCl dane le milieu de culture. L'échec dse tentatives
d‘isclement en eau saumitre n’'set pout-8tre pee esane rapportl
(voir chapitre IV).

L'edjonotion de 1 % glycine inhibs également la croiseance.

11.2 Tolérance é l'acide borique

Lee concentratione en acide horigue mesurdee en Toscene eont
d'environ 3 g/1 (Tebleau 2), Noue avons egsayéd de voir quel était
l'effet de l'adjonctien de cet scide au milieu de c¢ulture, d’une
part pour les scuchee i60lées de Toecane, d’autre part pour les
autree eouches 4'Hydrogenobacter. Une bectérie mésophile,
Alceligenee eutrophus (ATCC 17699) a 6té étudide en ccmparsiaon.

Le Tebleau 17 donne la deneité optigus finelw dss culturee en
fonction de la concentration en ecide borique. Pour faciliter la
compereison, les réeultats ont été normeliede en ramenant & 1 le
veleur de la DO meeuréde dene le milieu témoin (O g/l de HaBO3).

D'une menidre générele, les ecuchee toecenes ne eont paé misux
adeptéas gue lea mutrese thermophllee sux heutee concentretiocne en

aclde borique, maies il aet trde freppant de conetater gue la
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soucha mésophile y est besauctoup plus sansible. Qn restrouve par

alllaure cetts bonns tolérence & l’scide borigue chsz d’autres
thermophiles commaiBscillus schlegeliitet”Biscidocaldarius dont

la crolssance n’est pas influmsncés par la présence de 3 g/l
dtacide borigue (zésultat non qguantifié).

11.3. Sensibilité & la pénicilline

Lz pénicilline étant thermolabile, nous avons mesuré las
coﬁcsntrations niinduisant pas de retard & 1ls croissance (Schenk
et Aragno 1979).

Toutss les souches sont sensibles & l’action de la pénicilline
comme 1l’indiquent les concentrations minimalss inhibitrices
notdes dans la Tablesau 14. Cstte sensibilitd treduit bien
l'appartenancs ds ceos bactéries au rdgne des Eubactéries. Il
s'agit certes d/une prauve indirscte, mals jointse & l’‘obaarvation
des structuras de le parol, cela psut 8tre coneiddré comme

suffisant.

12. Sourcsess d'azote

12.1. Sources d’'azota combiné

La capacitéd d’'utilissr ou ncn certains composds azotds est donnés
dang ls Tsblsau 14.

L'ammoniagque est le meillesure source d’szote pour g¢as bactériss.
Du point de vue écologigue, csla est consdquent avec less donnéss
deec analyses chimiques gul indiguaient la richesse du milisu en
¢e compoeé {Tableau 2). L’urée et 1l‘ssparagine peuvent également
&tre utilisés. L'’utilisation des nitratss sembls plus alédateirs,
11 g8t posesible gus les conditions d’expérimentation - p.ax. le
milisu - jouent un r8le. Le nitrite n’est pas utilisé.
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12.2. Fixation d‘azote

Ainal que nous l’avone souligné dana le chapitre II, la fixetion
d‘azote aux trda hautes températurea n'a jamela été ohaervée.
Comme cela ne aignifie paa pour autant gqu‘elle aoit impoesible,
noug avona jugé indiepenaable de vérifier la poaaihilité que lea
Hydrogenobacter pulassent fixer l‘azote moléculaire.

Les teats présomptife de l'utiliemtion de l‘azote gazeux -
culture en milieu dépourvu drazote combiné goua atmoaphdre
microadrophile enrichile en azote - ee a@ont révélde ndgatifa.

Ces réaultata ont été confirmée par l‘abhaence de rédduction de
l'acétyléne par lea aouches P4, P9 et MF3.

Cea gouches ont été cultivéee en préaencé d‘'azote gazeux dans un
milieu contenant un faible pourcentage d‘extralt de levure afin
d‘avoir un minimum de crolaasance.

13, Sourcea de_cerbone

Lea acouchea toacanes aont incapakbles de métaboliaer lea aubatrate
auivante: L({+) arabincae, D[(+) cellobloea, D(-) fructoae, D(+)
galactose, D(+) glucocae, D(+) maltoee, D(+)} mannocee, L(+)
rhamnose, D(+) aeccharcse, D(+) aoxrbome, D(+) tréhaloee, D(+)
xyloae, acétate, benzoate, butyrate, da-cétoglutarate, citrate,
formiate, D gluconate, malate, malonate, meeaconate, oxalate,
oxaloacétate, pyruvate, D(+) L(-)} ot méeo-tartratee, succinate,
BL-alanine, L-arginine, D et L-aepartatea, L-cyetdine, D-
glutamate, glycine, L-hietidine, L-lsoleucine, L-méthionine, L-
phénylalesnine, L-proline, L-eérine, L-tryptophane, L-valine,
butanol, éthanol, D{-) mannitol, méthanol, phénol, propanol,
bouillon nutritif (Difco}, extrailt de levure {Merck), boulllon
Standard I (Merck).

Noua avona répété cee eaesala de croleeance en conditiona
microadrophlilea, 0.05 bar Oa, asne plue de auccha.

Seula exeption, la cas de MF3 eerxa traitd ultdriaurement.
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Les eouches ilelendelsee, rueeee et jeponeises préeentent les
mémee "eymptdmes".d!une sutotrophie obligetoire. Noue exeminerone
lee cauveere et lee affete d'un tel métebolieme dene le diecueeion,

14. Sulfooxydetion

o

L'apparente incapacité de cee eouchee & utilleer une eourca de
carbone organigue nous s amené d coneildérer guellee pouvaiant
gtre les alternatives, autree qu’un développement hétérotrophe, &
la croileesnce hydrogénotrophe.

Etant donné le nature de leur milieu, 1’'hypothées la plue
immédiate éteit celle de l’'utilieation de compoeée réduite du
soufre. Noue avone donc testé la croleeancs de cee souchee comma
gulfooxydantae.

Lae principesux résultetes de cette recherche ont dé3jd &té publiés
{Bonjour et Aragno 1986).

14.1. Croleeence evec dee compoeée réduite du eoufre

La croleeance lithosutotrcphe avec dee compoeée réduite du soufre
a tout d’abord été testée en bouteilles contenant du milieu
minéral de baee additionné de 0.5 % de thigeulfate ou de 0.5 % de
eoufra. Noue avone teetés la croileeance dee eouchee T3, T171, 2Z-
829, H-1 et TK-5.

A condition gue l’‘incubetion solt faite en conditione
microaéropnilee (0.05 bar 02), le croilesance eet eignicative,
guoigue faible, evec le egufre élémentaire, nettement poeitive
avec le thiocsulfete. Aucune crolsesnce n‘eet poeeible ei

l'incubation ae failt & preeelon partielle d’'oxygdne eupérieure &
0.1 bar, donc notemment & l'eirl Avec ceg deux pubetrets, le pH
initiel dfenviron 7 eat ebeilagé ot stteint dee veleure de pH de

4-5, euite & la production d‘scide sulfurigue, Avec le

thioeulfate, on note en cutre un dépdt extrecelluleire de eoufre

Bi



élementaire en cours de croissance, aucuns accumulation
intracellulairs n’s psr contrs été obsarvés.

La croissance avee l'hydrogéne sulfuré n'a pas été tsstés pour
des raisons pratiqgues. En sffet, sl l'on ajouts des sulfures sous
forme de eels, 1l ee forme du HaS gqul est rapidesment éliminé &
cauvee du gazage. Le eolution coneietant en un apport d‘hydrogéne
eulfuré dane la phaee gazeuee a &té écartée pour des raleons de
aécurité,

Le croissance avec des composés réduite du soufre & été confirmés
pour les souchee lelandaisse par Alfredeecon et al. (1986).

14.2. Analyes de la croigsance avec thiosulfate

La eouchs T3 a &té edlectionnée pour dee teete de croieseance en
fermenteur avec le thiceulfate comme eource d‘électrone et

d'énergie.

Il & 6té néceseaire d’‘abaieesr su meximum l‘oxygénation du milisu
afin de permettre la crolesance. Noua avone donc débuté ls
croiesance avec une agitation minimale, 200 rév/min, et esulement
1 ¥ Oz dans la phaee gazpuee (Nz: O.85 ber / CO2: Q.1 bar / air:
C.05 ber). Feute de reepecter ces précautions, la croiseence est
impossiblae,

Une fols la croilseance initiée, l'apport d‘oxygdne sst
progressivement mugmenté, eoit en changeant la vitesse
d‘agitation, eoilt en eugmentant le pourcentage d‘oxygéns dans le
phase gazeuee, On aboutit finslement & une concentration de 10 %

02 8t une agitation & 800 rév/min.

Lee ajuetemsnte progressifs de la concentretion sn oxygéne eont
indiquée gur la Figure i4 quil donne la courbe ds croleeznce dsp la
eouchs T3 dane ces conditiona. Cette courbs n’'sest pae
exponentielle; le taux de croisgence sugments jusqu’d ce gue le
thioesulfate soit entiéremsnt coneommé. Qurant ls crolsesnce, le
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egufre élémenteire a&'accumuls progreeeivenent soue forme de
grenulee axtracal?&iaires Le aoufra ne peut 8tre que trés
difficilement quentifid, surtout psrce qu’ll se dépose en pertie
contre les parole du fermanteur. Nous gvons donc tanté d'en

eptimer le quantité par celcul.

Partant du principe gue une mole de thioeulfate donne une mole de
egufre ot une mole de eulfate, noue arrivons 4 le formule
euivante:

Quantité de esoufre = 2x [thlgeulfata] - [sulfate]

Lfutilieetion de la formule ci-dessus préeuppose que le egufre
élémantaire est le geul compoed s’'secumulsnt en cours de
croieeence ce qul est tout 4 feit competibls avec les echémee du
méteboliame du thiosulfate (voir dimscugsion).

Lee grenules de soufre interférent avec toutes les meeures de le
biomesss: polds sec, concentretion en protéinas et mesure de le
denasité optique; nous n’avons donc eucune guentification de le
biomaeee exempte de leur influence.

Les concentratlione en thioeuliate et en sulfets eont meeurdes
respactivement par titration et par gravimétrie. L’'évolution ds
cee concentratione est donnée dane ls Figure 14.

Quand le thiceuifate est entidrement consommé, la concentraticn
en apufre etteint 13.6 mM, eolt une valeur proche de la
concentration initiele en thioeulfate (16.5 mM}. Elle décroit
alors rapidement tandle que le crolesance continuse sane
interruption et eang changement de pente. A lg fin de la
crolsesnce, lea granules de epufre ont presque dieparu. La
quantitd régiduslile correspond au egufrs colléd sgur les percls du
fermenteur en deesua de la gurface du milieu at donc

inaceeesible.

Lfactivité de l’hydrogénsee eet nulle pendant toute ls
crolesance.
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Il eet & noter qua le thiceulfate n'‘est pa¢ un euvhetrat probable
dane lee condltiona naturellee., Il offre cependant d/importants
avantagee pratiques; comme de plue noue avone démontré que eson
oxydation compléte passes par l'oxydation du soufre, son
utilisaticon eet tout & fait juetifiéde,.

14.3. Croieaance mixolithotrophe

Comme dane lee habitate étudiée l'hydrogéne moléculaire et le
gcufre sont disponibles simultanédment, noue avone d&cidé
d'étudier le croiseance de la souche T3 en prégence concomitante
d'hydrogéne et de thiosulfate, crolsdsance que noue qualificne de
mixolithotrophe.

Nous avone traveillé dane lee méme¢ conditione gue ci-deeeua,
maie e&n remplagant l’azote par l'hydrogdne. Il s'‘est avéré gue,
dane c¢ee conditione, la croleeance eset beaucoup moine eensible &
lioxygéne et peut 8tra initiée avec l¢ phase gazeuese sulvante:
Haz: ©O.8% bar / COa2: 0.1 bhar / 0z2: 0.05 bar.

Le courbe de croleeance ainei gue l’évolution de la concentretion
en thicsulfate esont données dane la Figurs 15,

Dene une premidére phaes, le thicsulfate est conaommé.
Conjointement, les cellulese poeaddent une activité hydrogénameique
da 1.71 U/mg, eoit une valeur comparable & celle daes cellulae
cultivéee unigquement avec de l'hydrogdne comme eource 4'énergle
et d'électron (1.85 U/mg). Dane cette premidre pheea, le taux de

crolgsance est de: umex = 0.67

Apraée épuieament du thiocsulfate, 1les croieeance e’'infléchit et la
taux de croissance ne vaut plue que: pmax = 0.3, valeur eimilaire
8 celle obtenuse evec des cellules cultivées dae le début svec de
l'hydregéne uniguement.

Lee régultata des pointe 14.2 et 14.3 eont réoumée denc le

Tableau 18 et eeront reprie Gane la diecueseion.
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14.4. Applicatione de la mixglithotrophie

Cultivéee en conditione mixolithotrophee;+les bactéries &tudiéee
sont capables de poueser eur milieu aolide fvoir point 8), chose
impoeelble en conditione Ha-lithotrophes.

Cette particularité pourreit 8tre lide su taux de croleeence plue
élové ou peut-8tre A& une peneibilité diminude & l’oxygdne,

Ce mode da croiseance nous & &té tréde utile pour faire

"regdémerrer” d’sncilenneg culturese.

Il parait évidaent gue dane ces cenditione, les bectéries sont

beaucoup plue & l'eies, preuve en eet leur plue grend teux de

croleeance et leur plus grand pouvoir de récupéretion,

Le mide en veleur de cette propriété lore d‘enrichiseemente sers
discutée dane le chapitre VII,

15. Caractériestion enzymatigue

Noue noue sommes attachée plue epécielemant eux enzymes de
l/autotrophia, soit pour les hydrogénobactériee: l‘hydrogénase et
le RUBP carboxylase, Aprds avoir mie en évidence les
perticularitée métaboligques de cee bactérieas, noue avone
également dosé la phosphoribulcokinsea et l’‘a-cétoglutarate
déshydrogénase.

15.1. Activité de l'hyérogénace

Lee valeurg meeurdee pour l'ectiviiéd de 1l'hydrogéneee eont trde
variablee et dépendant de l'é&tat phyelologigue de ls cellule. Le
Tableau 19 donne gquelguee-unee dee valeure meeurées & 50°C pur
des cellulee entidres, Sur dese cellulee cesedee ou & plue heute
température, cette activité eet plus dlevée.
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15.1.1. Activité en fonction de lp température

Le relation entre l'esctivité de 1’hydrogénaee et la température
eat donnéee pour lee eouches MF3 et P10 (Fig.l16).

Oane lee deux ces, l’'optimum est eupérieur & 70°C. Nous n’avons
pee pu teeter ltmctivité & 80°C cer, en deceue de 76'C, 1
catelaee préeente dene le mélange réectionnel précipite,
emp8chant toute mesure. Il eet d'silleure remerguable de
conetater gue cette cataleere, enzyme extreite d'un organiems

méeophile, reste fonctionnelle juequ'éd 70°C!

La loi d'Arrhéniuve voudrait gue l'ectivité enzymatigque double
toue lee dix degrde; dane lee deux exemplee donnés ici, le pente
eet plue faible, slle ne double que tous lee 20°C environ. On a
peut-&tre 1§ un exemple d'une activité cetalytique réduite sux
dépene d’'une meilleure thermoetabilité.

Kryukov et al. (1983) ont montré gue l'hydrogénsee de la aeouche
2-829 perdait eon activité aprée vingt minutee de chauffage &
93°C st gque eon optimum se eituait entre 70 et B8O'C; cet optimum
était différent eelon la eouche étudide ot pouvait atteindre

g0 C.

15.1.2. Localieation

L'hydrogéne peut étre activé par deux typee d'hydrogénase. L'une
o6t eoluble -cytopleemique - et tranafére lee Slectrone provenant
de 1'hydrogéne directement au NAO-; l'autre eet 1ide & la
membrane et transmet lee électrons directement dene la chaine
reepiratoire, meis & un potentiel plue élevé gque celui du couple
NAD-/NADH + H- qui ne peut donc pae &tre directement réduilt, Le
mejorité dee hydrogénobactériee décritee ne poeeddent gue cette

hydrogénaee membranaire, eeule Nocardis opaca et Alcaligenss

eutrophue poeeédent une hydrogénaee eocluble, ls dernidre cumulant
lee deux typee (Aragno et Schlegel 1981).
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Dane un pramier test, nous avens meauré la réduction du NAD- par
das extraita callulairan; catta rdduction aat & priori la
signatura da i'ectivité da l'hydrogénece ‘aclubia. Catta activité
n‘a pag pu 8tre mige an &vidance chez lea aauchaa étudiéar, nous
avone donc peoatulé gu’allaa ne poaaédaiant qu’unas hydrogénaaa
mambranaira. Daa maeuras Ge l'activité d4a l-hydrogénasa dans laes
frectione aoclublar at mambranairas ont confirmé cettas apsartion.

Lae régultets eont donnéa dens la Tablaau 20,

15.2. Activité de la RUBP carboxylaaa

Enzyma typigua du cycla da Calvin, la ribuloga 1,5 biaphoaphata
carboxylaaa (RUBP carboxylaee) aat, chaz lag organieman aérobiaa,
la protéine de fixation du COa univerasalls...cu preegue.
Travaillant avac das auvtotrophee, c¢’eet donc tout naturellement

agn activité qua noue avone cherché & mettra an évidance... sans

aucun guccéal

Q& lae pramiera assaiam avac la eouche MF3I, noue avone coneteté
qu’il y avait un probléma, soit de méthodologia, nolt da
métaboliama! Afin da e'aaaurar que l‘abaanca totala dractivité da
la RUBP carboxylama était bian réalle, ncus avona pria aocin da
répéter l‘expérianca dans lee conditione auiventea:

- Expériance & 30'C avac comme témoin poaitif, Aquaepirillum
autotrophicum (ATCC 29984)

- Expérience & 50°C avac comme témoin poaitif la aocucha 061
isolée da Naplee (cetta goucha, autotrophe facultativa, a été
pardua par la auitel.

- Expérianca agvec dae callulas casaéde & le "Franch Prees" afin de
6'aapurar gue l'sbeenca d‘activité n’éteit pas liéa & una

ingansibilité dee cellulas & lfaction parméabilieanta &u
toludna.
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Qualless gue eoient lss canditione choieiles, aucune activité n’'a
pu Btre décelée chez cee bactériees.

15.3. Bctivité de_ la phoephoribulckinase

Le concept fixation du €Oz ---> Cycle de Cmlvin, chez les
hactérises mérobieg, étant fermement ancré dmns las sspritas, il
nous a paru indispensable de tegter l'amctivité 4'une mutre enzyme
clé da ce cycla efin d’'éclaircir au mieux le situaticon. Nous
avons naturellemsnt choiei ds mettra en évidence i'activité de la
phosphoribulokinaee {PRK},

Lee activités de la PRK sont donndes dans 1a Tablamu 21, Aucune
dsg gouchss ns préssntant d’activitéd eignificative, l‘absance
d’un cycle de Calvin s’imposa et avec ella, la nécesaité
@'élucider la voia de fixation du CO2 chez cas egouchee. Ce point

gara traité dans la discussion,

15.4. Activité de l’'a-cétoglutarate déshydrogénmse

Aucuna dss souchees d‘Hydrogesnobacter testée ne présante

d'activité de 1l'o-cétogluterets déshydrogéneee, enzyme clé du
cycle des Krabs st conséquammant de la croissance hétérotrophe.
Ceci confirme les travaux de Shiba at ml. {1982).

La souche MF3, autotrophe facultative (voir ci-desasoqus) ns
présantse pas non plus d'activitéd, que cela soit sur dess csilules
cultivéases en conditions mutotrophes ou hétérotrophes (butyrats).

Nous reprandrone ce point dans ia discusgion.

16. La souche MF3

Nous avone jusgu’ici plus ou moinse paeed eous silence las
particularités ds cettea soucha. Ieolée de 1‘Etnm, cetts soucha a

pu Btre purifiée par étalement gur agar, contrairemant A& tous les
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sutree zdroganobactar qui ne peuvent pouaaer sur miliau solide
que dane certsines” conditiona (voir point B) Aprée purificstion
cepandant, la croiseanca sur milieu eolide n’s plus été poeeible
qu‘en conditiones mixotrophes: 0.2 % glucoss et hydrogana,

Pius étonnentes eet ls propriété qu’s cetts souche de ee
développer en conditione hétérotrophes alore méme qu’elle
présente 100 % d'homologie svec dee gouches ohligstoirement
sutotrophes.

La ligte dee suhetrate carbonée métabolisablee & considérablement
varié au course des premiere oseain, e'élargieesnt conetemment; en
méme tempe, la crcoleeance Ha~-lithotrophe, initislement
irrégulidre, e’ast pou A& peu etebilieée. Vieilblement la &souche
e'eet ndaptée & le culture en laboretoires.

Les eubsetancee permettent la crolecsnce de le eouche MF3 en
conditions hétérotrcphee sont: D(+) cellobioee, D(+) fructcse,
D(+) glucoee, D{+) meltoes, D(+)} mennoee, D(+) eacchercee,
acétate, butyrete, o-cédtogutsrete, D gluconste, melate,
oxaloacétete, pyruvete, succinate, D(+) L{-) tertratee, DL-
alenine, D et L-aepertetee, D-glutamate, L-phénylylsnine, L-
preline, éthancl, glycérol, extreit de lavure (Difeco) et bouilllen
nutritif Stenderd I (Merck).

Aucune des sutree subetancse menticnnéee Bu point 13 n'eet
métabolisée {veolr eueei Tsblesu 22},

Cette autctrophie facultetive étant l‘’unique point distinguant
MF3 de toutee lee autree ecuchee d’'Hydrogenobacter, notre premier
eoin a donc 6été de vérifier la purestd de la eouche étudiés,

Lee preuves de le pureté ds la souche MFI] eont:

- Aspact homcgéne des colonise obtenuas par culture en conditions
mixotrophee (glucose et hydrogéns) et mixolithotrophee

(thicsulfata et hydrcgéna).

- Aspect homogéne lore d’cheervatione au microecope.
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- Abeence d‘un deuxidme point d'inflexion dane la courbe de
déneturetion de 1'ADN.

- Identitd dea pourcentagee G + C des cellulee cultivées en
conditione hétdérotrophee (38.9) ou eutotrophes (38.6).

Noue eetimone cee preuvea euffisentee pour mseurer que la aouche

MF3 eat une aouche pure. Noue reprendrons son cas danae la
diecuaeion.
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B) DISCUSSION

1. L'‘sutotrophie obligatoirs

' From scological end evoluticnary coneiderations, an
abeclute dependance on carbon dioxide for &ll carbon mekesn
little penee, and bactaria with such a requirement would be
en anachroniem ¢n earth ae it now exiete".

Rittenberg (1972)

"...ws heve pointad out the eelectivs advantage that may ha
confarad on euch organiems living in natural environmante
in potential compatition with hetsrotrophs; coneeguently we
would aay that natural salsction enswara tha guestion "why
obligataneaa® *,

Whittenbury et Keliy (1977}

A cing ane d‘'intervalle ot nlore que lee donnéee dieponikblee
n‘ont pu amener & un tel revirement d‘cpinicn, de eemblablee
divergencee laigeent entrevoilr le complexitd du problémae...et
permattent de nuancer le crédo de l'objectivité ecientifigue! Il
convient donc d'aborder ce asujst avec beaucoup da circonapaction

et deo bien baliser notre raisonnamant.

1.1. Définition

La formulation du concept de lithomutotrcphie a &été énoncée par
Winegrasky (1887, 1888) lore de 1'étude &eon bactérime sulfo et
ferrooxydantee. En 1922, i1 définit le nouveau type de
métaboliama découvert qu‘il appalls "Anorgoxydation®. Il a‘agit
drun méteboliema ol 1-oxydetion de subetencese inerganiquee
fournit l‘énergie et ol lm ecource de carbone eet le gaz
carbonique. Ce terme n’'a pae paced & ls poetdérité et on parle
plutét aujourd hui de bactériee chimiolithosutotrophee.
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D'eprés le définition de Schlegel (1975), lee microorganiemee
chimiolithoautotrophes sérobiee tirent leur énergie de
l'oxydation de composée inorganiques tele que lee formes réduites
ou partiellement oxydées du soufre et de l’'ezote, l’'icn ferreux
et l’hydrogéne. L’accepteur d’'électrone est généralement
1'oxygéne, meie 1l peut éventuellement &tre remplacé par des
compoede Bzotée (nitrite, nitrete). Le dioxide de cerbone peut
eoervir d’unique eource de carbone.

Lee coneéquenceg d'un tel métabolieme ont été résumées comme euit
(Schlegel 1975):

- Grande coneommation du donneur primelre d’'électrone
comparetivement eu rendement cellulaire (per repport @
l'hétérotrophie).

- Demende d’'oxygéne, en fonction du teux de croisssnce, &levée

~

(par repport 6 l’'hétérotrophie).

- Carectére non indiepeneable des voles cotabgliques et du
cycle tricerboxyligue dont eeule lee enzymee perticipent & des
volee biceynthétiques dcivent &tre préeentes.

- Exlstence de mécaniemes de réguletion gersntissant une
répartition harmonieuee de l’énergie dane le cellule et
protégeant les réactione endergoniques de bhiceynth&ee d’une
canalissetion exclusive de 1'ATP pour la fixation du COa.

- Présence fréguente de eya&tdmes &e membranes lntracellulailres.

Un consensus s'eBt &tabli sutour de cette Aéfinition de Schlegel

que noua prendrons donc comme kaee A& notre dipcueeion.

Le situation eet moine clairs en ce gui concerne le terme
&'autotrophe obligatcire. Pour Matin (1978), les bactéries
incepablee ds poueeer dana un milieu organique eont déeignées
comma autotrophee obligatoires. Schlegel (1975) pavet du m8me
principe qu’il préciee: une bectérie lithosutotrophe obligatoire
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ne peut pas ee développer dane un milieu contenent uniquement dee
compoeds orgeniquee comme ecurce de carbene st d'énergis, ce qul
ne eignifie pas que des composés orgenigued ne puleeent &tre
incorporés dens la subetance cellulsire. Rittenberg (1972)
conteete le notion m@me dfautotrophie obligatoire. Pour lui, dsns
dees conditions adéquates, le carbons orgsniqus paut &tre ecsimilé
et remplacer le COa2. Il exieterait donc dee lithotrophes
obligatoires mele pes des sutotrophee obligstolires,

1.2, Ceueee de 1‘autctrophie chligstgire

Avant de prendre poeltion, veyone guelles sont les releone qui
peuvant, en théorie, mener § une stricte dédpendsnce pour une

geource de cerbone incrgenique.

a) Imperméabilité.

Une sbeence tcotale e méceniemes d'entrée dee compoede orgsnigues
expliquerait ls non crolessnce en conditions hétérotrophes. Des
eaee8le résliede svec des treceure radicisotoplques montrent gue
cette hypothéee eet ilncorrecte. L’'incorporsetion d’un ou plusieunrs
compoeés de la série: aepartate, scétate, glutemete, glutamine,
eérine, glucose s été démontrée chez Nitroeomonose europeas (Clsrk
et Schmidt 1967); Thiocbacillus neapolitenus (Kelly 1966, 1967);
Nitrcbacter agilig {Pelwiche et Finetein 1965, Smith et Hoare
1968); Thiobacillue thicoxydane (Butler et Umbreit 1966);
Thiobacillue thioparus et T.meapeclitanue (Johneon et Abreham
1969) ete.

Dene tous les cas, le teux d'/incorporation du carbone crgenigue
aet plue ou moine dédpendent de le diaponibilité concomitante du

donneur d'électrone et donc d'une gource d‘dnergile.

C’est en @e beesnt eur de tellee expériences d’'mssimilstion gque
Rittenberg (1972) invalide le terme d’'sutotrephe cobligatoire., La
proporticn de carbone assimilé excdéde pourtsnt rarement 10 &
(Smith et al, 1967, Matin 1978) et le dépendsance de cee bsctériea

pour une egource de carbene ilnorgenigue reete donc certaine.
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Le feit gue des compoeé&e cerbonde puiseent servir de eource de
carbone inorganigues - guoigue trde partislilement - mais ne
peuvent pes remplecer la source inorganigue d’‘énergls sméne &
formuler une deuxidme hypothédee:

b} Eguipsment enzymatique déficient

Smith et al. (1967) ont pu démontrer, chez ds nombreux
eutotrophee obligatoires, l‘sbhbecence d'o-cétoglutarate
déshydrogénase at/ou l'impossibilité dfutiliser le NADH comme
donneur d'électrone dene la chaine respiratoire. Ce dernier point
pourreit ee Justifier per le fait qu‘une grands partie du NADH
est formé par une "remontée" obligetoirs de la cheine
reapiratoire evec dépense noteble d’énergile.

La poesibilité d‘une telle oxydetion dane dse extralte
cellulairee de lithotrophes obligetoirse e cependant pu Etre
démontrée (Matin 1978}, on ssit per ailleure gue chez les
eutotrophes fecultetife, le cheine regpiretoire fonctionne dane
les deux eens.

Lrabeance d'a~cétoglutarate déehydroyénaes annulerait le rdle
cetaboligue du cycle de Krebe tout en lui conservant son
potentiel bioeynthétique. On n‘a pas détecté d‘gctivité d‘o-
cétoglutarste déshydrogénsee chez de nombreux autotrophes
obligatoiree: Thicbecillus thiooxydane, T.thioparue,
T.neapolitanue, Mitroeolobug multiformie...(Whittenbury et Kaelly
1977). Une telle abeence ne euffit toutefoie pas & elle seule &
impliquer une autotrophie obligatoire, des mécanismee alternatife
comme un cycle glyoxylate pouvant y pellier - cette combinaileon
méteboligque e &té& rapport€e chez un Chromatium (Triiper 1964} et
poetulée chez un Thiobacillue thermophile (Williame et Hoare
1972). De plue, il convient de ee eouvenir gue chez plueiwsure
autotrophee facultstife, cette enzyme eet inductible et
n-appareit gu‘aprde culture en conditions hétérotrophee. Il
feudreit donc cerner l‘ambeence d'activité de l‘o-cétoglutarate

déehydrogénase autrement que par dee teete d’activitd effectuds
(et pour casuee!) sur des cuituree eutotrophes, p.ex. en utilieant
dee eondes moléculsires.
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Il eet probahle malgré tout qgua l’'ahsence de catte enzyme puiessa
ponctuellement expliquar l’autotrophie obligatoira, male 1l ne
6’agit pas 14 d’'unimécanieme univeraal?*”?if

¢) Inhibition par un eubetrat organigue, autoinhibiltion.

De nombreuses subetsncses organiques inhibsnt la croieeances dee
autotrophes obligatolree daneé un domaine de concentration de 10-+4
4 10-* M, (cette eltuation ee trouve d’'aillesure chez d'autree
groupes de hactériee}. Une telle sengibilitéd exclut une
imperméabiliité totale aux subetancee organigques maie esuggira gque
l'utiiieation de cae compoede va produire dee dérivée toxiguae
gul vont repidement etopper la croiesanca, d‘ol le terme
d'autoinhibition, L‘utilieation du gluccee par Thicbacilliue
thiooxidane prodult par example, dane le milieu, des cétoacides
toxiquae (pyruvate, oxaloacétata) gul etoppent la crolseance. En
éliminant cee cétoacidea par dialyeae, Borichewsky et Umbreit
{1966) rapportent qu'ile ont réusaej & cultiver cette bactérie en
conditione hétérotrophas. Utilieant ce m&me artifice, Pan at

Umbreit (1972) ont également réuael & cultiver d’autree
autotrophee obligatoires comme T,thioparue, T.neapolitanuse,

Nitrosomonne aurcopeee... en conditione hétérotrophee.

Blen gue cee résultats aient été critiquée (Matin 1978), ils ont
la mérite de suggérer une nouvelle hypothéee: comme l‘excrétion
de métabglitae ast eouvent le résultat d'un métaboliems non
égquilibré ou de mécanliemec de contrdles défectueux, lee
obeervatione fmitee an cultures dialyséee pourraient &tre
indicativaee d'un défaut de régulation.

Il eset concevable qu'une cocmbinaison de mécaniemes de transport
inefficacer et de faiblee activitée enzymatigquee empéche une
viteese drutilieation dee ccompoeés corganiguee esuffieamment rapide
pour satiefaire lee bescine énergétiquec at biloeynthétiquee
mejeurs. L‘énergie obtenue 3 partir de eubetrate organigquee na
permet pae d’'assurer le flux minimal d‘énergie néceesaire a
l'entretien de la cellule. Lee compoede organigues peuvent tout

au plue eexvir de eource de carbons meie pae d‘énergle. Cala
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eignifie gque 8i un développement hétérotrophe n’‘est peae possible,
une creleeance mixotrophe n‘est cependent pee exclusa.

1.3, hepects écologlgues

Smith et Hoere (1968) propoesient de remplecer le terme
d'sutotrophe obligetoire par celui de spécleliste quil, guoigue
moine précie, & le mérite d’'8tre trde perlent eur le plan
décologique.

Le préeence da cee organiemee dene un monde microbien oli la
veraatilité eet généralement coneidédrde comme une des clée de la
réuseite peut paraitre peredoxale, d’ou peut-&tre 1l’aeeertion de
Rittenberg (1972} qui eetime trdg improbable un tel mécanieme.

"coneidering... the neture of the environment it eeeme
unlikely that en organiem living in the midet of orgenic
moleculees would ignore these moleculee end meke them de
novo from carbon dioxide",

Si on mjoute gque pour convertir en matériel cellulaire une mole
de carbone provenant d'un hydrate de carbone il feut 2.9 mole
4'ATP contre 7.9 ei le cerbone provient du COax (Hempfling et
Viehniec 1967), on eurait tendance & abonder dane ce eene ou du
moine & imaginer gue lee autotrophee obligatoiree ne peuvent e
trouver que dane les rares milieux fortement 1imitée on metidbre

organique maie riches en énergie.

Il @t cepeandent certain que la dietribution des eutotrophes
obligetoiree ne e réepuma pae aux milieux dépourvue de carbone
organigue et, mBme 8i on peut glléguer l’'existence de
microenvironnemente, il faut coneidérer que lee eutotrophes
obligetoiree eont & méme de eoutenir le compétition avec dea
microorganiemee versetilee (Beudecker et al. 1982, Kuenen et
Gottechal 1982, Kuenen et Roberteon 1984).
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FPour Whittenbury at Kelly [1977) l‘autotrophe a deux cholx pour
agsurer €a survie: ou bien il est autotrophe obligatoire et dans
ce cas 1l n’'entre pas en compétition avec lee hétérotrophes pour
lracquisition de carbone organique; ou alors il est capeble de
rivalieer avec lee hétérotrophee qusnd il sbandonne eon mode de
vie autotrophe avec de fagon concomitante une répression des
enzymes ds l’sutotrophie. Ce raiscnnement laigee malheureusemant
de c6té le probléme épineux de la mixotrophie gqui au niveau
écologique epparait d'une importance primordiale.

Une clé est peut-8tre fournie par lee expériences de Kugnen et
Roberteon (1984) que l/on peut résumer comme euit. Soit trois

bactéries:

- Thiobacillug neapolitanus sutotrophe strict, epécialiste

- Spirdillum G7 hétérotrophe, spécialiete
-~ T.vergutus A2 autotrophe facultatif, versatile

Leg devenire de la compétition sont leeg sulvante:

Quend ls pubstrat n’'est pee limitant ou qu’il set fourni sn
permanence, le souche mixotrophe eet éliminée car le espécislista
e, sur son eubetrat spécifique, un taux de croieeance plus &levd.

Quand des concentrations limitantes d'un mélange das deux
subetrats gont disponibles, la eouche mixotrophe domine 4
condition que lee disponibilitée en compoede orgeniques et
inorgeniques soient du méme ordre de magnitude, maie si un des
substrate eet en excéds, le epécialiste est fevorisé.

Ls cosxistence de toutee les espaécee set posgible et dépend du
rapport entre gourcae d'énergie organigque et inorgenique.

Quend lss concentretione en substrate fluctuent au cours du
temps, l’évolution de la compétition dépend de la compoeition des
apporte slternatifs; dans ce cae ld, le succés du epécisliete
répide dene ea plus grends réactivité (Beudecker et al. 1982) et
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-

ce n'‘set gus dane des conditions favorables & una croieseance
mixotrophe gque le epéclalista peut &tre dominé.

Il ressort da cette expérience quse le spécialistes n‘sest pas si
handicapé que ceala sur le plan édcologique, En fait, les bactéries
autotrophss obligatoires eont des ouvriers spéclalisde, ile
cofltent cher, mails dans certaine cae, leur engagemant ast

a

préférable & celul d'hommee 4 tout fairel

1.4. Le cag dee Hydrogenobscter

Ls dexnidre monogrephie parue eur les hydrogénobactsries (Aragno
et Schlegel 1981} posait comme un fait bien établi l'abeence
d‘sutotrophee obligatoires dane ce groups.

Lee trevaux effectués sur ls genre Hydrogenobacter noue aménent &

révieer ce jugement; comme tous lee sutree groupee de bactéries
lithoautotrophes, lee hydrogénobactéries ont leure epécielistes.

Lee dvidencee d’'une autotrophie ohligatoire chez lsgs
Hydrogengbacter sont lee sulvantes:

- Pee de crolegance en conditione hétérotrbphes.

- Absence dee enzymes clés du métabolieme dss hydrates de
carbone: pyruvate kinase, 6-phosphoglucconate déehydraee, 2-
céto-3-ddeoxy-6-phoephogluconate aldolase (Shiba st al. 1982).

- hbeence d’'o-cdtoglutarste déshydrogénase.

Shibe et al. (1984) ont en outre démontrd gue la plupart des
compoedée organiquee n‘étalent gue trade faiblement oxydée par des
extraite cellulairse et ne pouvailent &tre incorporése gqu‘en
préeence d’‘une aource d'énergile, en l'occurence l‘hydrogéne.

Nous retrouvone donc les caractérietigues communae aux
autotrophee obligatoiras: assimilation limitée et conditionnelle
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de subetences organiques leequelles ne sont gque trde faiblement
oxydées; croigeance hétérotrcphe impossible; é&quipement

a4t

enzymatigque déficient. : B S- 1l

Il o6t toujoure difficile de prouver l‘abeence d’un métabolisame
et el toutese lee ceractéristiguee énuméréee ci-deeeue constituent
des preuves néceeeslres, elles ne euffigent pae & démontrer de

menidre abeolue 1'incepacité totele des Hydrogencheacter &
métebolieer des compoeés crgeniques. I1 faut ee ecuvenir gue

toutee les activitée sue-menticnnées ont dté testdee en
conditione eutotrophes et donc que les résultetes obtenus peuvent
tout susei bien prouver leur carectére inductible gue leur
inexietence. Do méme, il faudralt répéter lee eceeaie de
croieeance hétérotropha dene de nombreuses conditione avant de
pouvolr certifier que celle-ci est impoeeibla (preeeion en
oxygéne réduite, présence concomitente de compoeds réduite du
eoufre ou d’hydrogéne, etec.). Ce qul noue incite & une prudence
exeeslve dane le cae des Hydrogenobscter egt l'exietence d’une

eouche visiblement incluee dane c¢ce groupe, male cepable da se
développer en c¢nditione hétérotrophee (voir chepitre VA, point
16) .

Ces réeerves émiees, noue pouvons cependant, su vu dee réeultate
aquie & ce jour, consldérer lee Hydrogenobacter comme les eoules
hydrogénobactériee lithoautotrophes obligatoiree ileocléee & ce
jour.

1.5. Le cee de MF3, eaquche fecultetivement sutotrophe

En 1982, Savel'eva et ml. ont décrit une hydrogénobactérie
sutotrophe facultetive eyent un pourcentage G + C de 41 % et un
cptimum de températura de 76'C. Cette souche, 2-809, @ ensuite
6té conelidérée comme contaminde et écertée (Zamvarzin,
communication pereonnelle). Les recherches se eont alors
focaligfes eur le deecription de souchee volsines, sutotrophes
obligetoires, ce gui deveit permettre d’eboutir 4 le description
du genre Calderobscterium (Kryukov et sl. 1983).
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Lae prauvaes de ls conteminetion de ls souche 2-809 ns sont pas
clsirea et onh ne peut que regretter le disparition d’uns souchs
qu’il aureit été sl intéressant de compsrsr avesc MF3.

En nous hesant sur lsas donnédes de la littéreturs (Savel’ava et
8l. 1982), nous avons établi un tebleau compararif ds ceas doux
aouches (Tablesau 22). Il resssort de ces donnéas gua la saule
différsnce importsnts antrs ces souches sst 1l'utilisstion des
sucres par MF3 alors qua 2-809 an samble incapabla. A notras svis,
le poids da cetts différence doilt 8tre rslativieé. En affet, lors
dss premiers ssssls, MF3 étsit slls susai incapabls ds
métaboliser lss sucrss. Nous svons snsults mis sn évidencs que
cels était néanmoins possibls, & condition das travaillar en
conditions microsérophiles. Ca n'est qu’sprés plus d’uns annéa
d’sxpérimsntetion qus ls crolssancs avec das Bucres, sn
conditions sérobles, s’aat révélés positive. Il sat d‘ailllaurs
fréguent que les souchas cultivéss présentent initialemant de
tellss veristions, la stabiligation dass propriétés sa faisant une
fois que ls hactérie s'est adaptéds ds fagon optimals & la cultura
en lahorstoirs.

Nous ignorcona sl de telles répdtitiona das sssels ds croissance
en conditions hétérotrophas ont 6té effactués avec las souche Z-
809,

Les sutresa différsnces sont de moindrs importance, surtout ai
l‘on eongs qQue losa axpérisnces ont €té réelisdas dane des
conditions dissemblables.

L'’sxistsnce de la socuche 2-809, mBms 8l ss position taxonomiguse
exacts n'a pu Stre établie, tendreit & confirmer gue l’on trouve
des bectériss facultativemsnt eutotrophes & l‘intérisur d'un
groupe d’'esutotrophess obligatoirss. Dsux gquestions 8’impossnt
slors:

- Ou régide le différence?
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- Pourquol ieocle-t-on si rerement dee Hydrogencbecter autotrophees

facultetifs? Sk , PRI

Noug svone vu précédemment les différentes cruees poeeibles ds
l‘autotrophie obligatoire; il e‘amgit meintenent de feire un
reieonnement inveree et de chercher quele sont iee changements
minimaux requie pour eholir cette incepacité & métebolieer des
compoeés organiquese. Nous evions évoqué trois causes principales
& l'mautotrophie obligatoiras: l'abeence de perméases. 1i'abeence
d’o-cétogluterete déehydrogénsee et des défauts de régulation
avec, en corréletion, dee problémea d'autoinhibition.

Examinone maintenant lee poeaibilitée de réverelon epécifiques &

chaqgue CEB6.

- MF3 pourrait poseéder dee perméeseE manquent sux autres
Hydrogenchecter. Qutre le falt que l'abesence de perméeces
conetitue une meuvaiee explication de l'autotrophie
obligatoire, il faudrait poetuler que, vu le large éventail de
compoaés organiques métaboliseblee (Tableau 22), MF3 poeséde
plusieurse enzymeg supplémenteiree relstivement aux autres

ecuchee du méme groupe. Noue allone 1& & l'encontre du
changement minimel requis.

- MF3 poeeéderait une a-cétoglutarate déehydrogénase.
L'abeence &'une activité a-cétoglutarate déehydrogénaee e &té
étahlle chez leg Hydrogengbacter cultivée en conditione
autotrophes. Noue ne pouvons donc pee exclure que lea génes
codant pour cetts enzyms eoient préeente, meie que celle-ci ne
puisge @tre induite dane les conditione de culture choigies,
que cela solt en conditione Beutotrophee (pee d'ectivitéd) ou
hétérotrophes (pae Ge croieemnce). On peut euppoeer une
répreeeion de 1'a- cétoglutasrate déshydrogénase liée au milieu
(ebeence d'un cofacteur, concentretion critique d'un compoeant,
répreselon par l‘hydrogdne) ou aux conditione d'incubation
{température, pression partielle en oxygéne). Il euffit alore
de poetuler que la souche MF3 poesdde un eyetdme de régulation
légdbrement diffdrent, soit dane son mécenieme, eocit dene sa
geeneibilité pour expliquer eon sutotrophis facultetive,
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Il est évident qu’un tel schéma hsutement spéculatif demende &
dee confirmatione expérimentsles, & commencer per le miee en
évidence de l'activité de catte enzyme chez dee cellulee de MF3
cultivéee en conditions hétérotrophas.

C'est c8 que nous avone tantd de feire en meeurant l'activité
de l'a-cétoglutsrate déehydrogénase sur dee cellulea cultivées
¢’une part en conditione autotrophes, d’autre part en
conditione hétérotrophes avasc le butyrete comme source de
cerbone. Dene les conditione expérimentales choleles, nous
n'evone pee réusel & mettre en évidence cette ectivité
enzymetigue. Nous peneone néanmoine gue ce test devralt 8tre
répété dane drautres conditions avent de ee prononcer
définitivement eur ce point.

- MF3 poseédersit un eyetdre de régulation différent.
Nous rejoignons 13 l'hypothéee ci-dessue en l'appliqusnt
éventuellement & d’'sutree enzymes.

Ls seconde queetion eouléve un probléme plus délicet. Il ressort
clairement des différents travaux eur le genre Hydrogenobacter

qua l’'on ieole rsremant des autotrophes fecultatife appartenant &
ce groupe. ll conviendrait donc de chercher dee conditions
d'isolement qui privilégileraient las sutotrophee facultstife. On
peut p.ex. imaginesr un enrichieesmet ee falesnt - eu moine
partisllement - en conditione hétérotrophes. Il eet peut-&tre
également possibls de jouer eur une autre caractérietique des
sutotzrophee facultatifs: leur tolérance eccrus & l‘oxygéne. En
effet, lass eouches Z-809 et MF3I gont les seules d avolr pu &tre
purifiéee par étalemant eur milieu eolide. Il est loieible ds
euppoeer gue les souches gul, pour une reison ou pour une autre
{écologle, régulstion...), eont moine eeneiblee 4 le preesion
partiells en oxygéna sont & méme de ee développer eur milieu
solide (guelles gue eclent les conditione de culture, voir ce
chapitre, point 4 et chapitre va, point 8). Il eemble gue ces
mé@mes souchss eont celles capebles d'un développerment

hétérotrophe.
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Il conviendrait donc de faire dee recherchee plue eyetématiques
dane dee milisux ol la concentration en oxygdne est plue élevée
que celle mesurée dane lee milieux hahitueliément inveetiqués,

F-

eX. température inférieure, adération optimale etec. Pour

affiner, lee enrichieceemente devralent 8tre effectude
alternativement en conditione auto et hétérotrophes.

Remarquone gue MF3 a été leoléde A'un milieu heauvcoup plue riche
en oxygéne que lee autree Hydrogenobecter puieque obtenue &
partir de cendree volcanigques parcouruse per dee fumerollee.

D'autres poesibllitée peuvent certainement 8tre évoquées, male
noue devone en toue cas éoarter celle d’une preeelon sélective

vieant & l’utilieation dee eubetancee carhonéee prégentes dane le
milieu pulieque le eol d‘oll a été leolé MFI ne contenait que 0.025

%

1.

de matidre organiquel

6. Exletence d’'eutres hydrogénobectéries eutotrophes
oblligatoiree

Comme noue l’‘avone déjA eoulignéd & plueleure reprieee, lee

Hydrogenobacter eont lee eeules hydrogénobactériee autotrophee

-

obligatoiree leolées & ce jour. Ce eont aueel lee eeulee

hydrogénobactéries non eporulantee valablement décritee ieoléee
de milieux géothermaux. ¥ a-t-1l1 14 une relation de cauee & effet

et el oui, de gquelle nature?

Lee troie paramdtree lee plue importante caractérieant lee
milisux géothermaux eont: l‘/ahondance en hydrogiéne, la feible
teneur en matidre organique et lee hautee températuree. De guelle

manidre cee facteurs peuvent-ile contribuer & l1l'ieclement
d‘autotrophes obligatolree?

Abondance en hydrogdne.

Dane la plupart dee milieux naturele, l'hydrogdne n’eet préeent
qu‘en concentration tréde falble et intermittente, il paralt
utopique de chercher dane de tele milleux dee bactériee dont la
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eurvie sereit obligetoirement liée & le préeence aléstoire d’un
tel compoeé. Dane lee milieux gdcthermeux eu contreire,
l'hydrogéne est un composant permenent et relativemant
abondent. Dene de tellee conditione, une lithotrophie
coligetoire baeée sur l'hydrogéne est plaueible voire probsble,

§1 l'on reconeidére l'expérience de compétition, déjd décrite,
réelieée per Ruenen et Roberteaon (1984) entre: un autotrophe
obligatoire, un mixotrophe et un.hétérotrophe obligetoire, on
comprend mieux pourgueci sucun dee isclemente réelieée juegue
1§ n'aveit permie l'ieclement d'un epéciamliste, Le meintien

de celui-ci implique en effet un epport minimel de eon
eubetrat de prédilection (point 1.3), epport qui eet loin
d'étre effactif dane lee milieux généralement étudiée. Il noue
semble done que l'apport régulier d'hydrogéne dene lee milieux
géothermaux conetitue une des clés de l‘ieclement d'Ha-
lithotrophee cbligatoixzee.

Peuvreté en metiére organique

I} perait peu vraieemblable d'lecler des autotrophes
obligatoires de milieux ol le carbone orgenique eet abondant,
Il n’‘eet cependent pas nécececeire que la matidre organique scit
totalement abeente pour que dee lithotrophee cbligatoiree
solent compétitifs. Kuenen et Roberteogn (1984) ont montré gue
51 la concentration en aukstret inorgenique excdde largement
celle du subetrat orgenigue, un sutotrophe cobligestoire peut
fort bien ee maintenir. C'eet Sgalement le cae el la matidre

orgenique n’'eet préeente gue de fagon traneitcire.

Hautee tempéretures

Il ne eemble pe6e y 8voir & priori de relation entre la
température et l'autotrcphie obligatoire; cependant, il faut
peut-8tre coneldérer le probléme ecue un angle évolutif.

§1 l’on envieage gue la vie eet apperue dane un environnement &
haute tempéreture (voir chapitre II), slorse lee environnemente
géothermaux constituent des milisux privilégiés perpétuant des

conditione existant depuis fort lengtempe. On pourrait donc
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trouver dene cee milieux des organismee ayant conservé des
ceractéres phénotypigques primitifs, eurvivant dane cee nichea-
la, maie incapabiha-de se maintenir dahsigaa milieux ol la
compétition est plus ouverte. La guestion de eavoir ei
lrautotrophie cbligetoire constitue un caractére primitif reete

cuvarte.

Nous xeparlerons de l'aspact évolutif da lrautotrophie
ohligatoire Boue le point 5. de ce chapitre.

Nous avone done vu gue si l'on veut iegler d'autres
hydrogénobectériees obligatoirement autotrophee, il feut les
chercher dene dee milieux richee en hydrogéne, mele peut-@tre
auesi dane dep milieux préeentant das conditions axtrémas - pae
néceeecairement des températurms élevées - permettant aux

bactéries ayant ce type de métabolieme de ee dévalcpper & l'abri
des preesione de eélection.

2. Le fixetion du COa

Plusisure genree de bactériee, ainel que lee plantee vertes, sont
capeblee de ee développer eutotrophigquement en fixant le COz par
la cycle de Cslvin, La préssncs de cs cycla, appalé aussl cycle
réductif dee pentoeee phoephetee, chez toue les autotrophes
initielement testés lalesslt suppoeer qu’'il e‘agileeeit 1lid d‘un
mécanieme univereel. La capacité & fixer le CO2 paralecalt 8trs
apparue une seule fole au cours de 1l'évclution et ealon un

mécanieme uniqgue,

Le découverte de nouvellee bectéries, l’investigation plus
eyatématique dee volee de fixation du CO: ont amené & revieaer
cetta idée. On conneit hian maintenant au moins deux autree voias
da fixation: la vole de l'acétyl CoA et le cycle réductif de

l'acide citrique.
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2.1, Lae troie voiles de fixation du COa

Rappalone tout d’'abeord rapidemant la principe du cycle le plue

cennu, le cycle de Calvin.

2.1.1. La cycla de Calvin

Ca cycle pout echématiquament ee décompoear en trois phaaas:

- Fixation du COa
La fixetion du COa eur un ribulcee bisphosphates donna deux
eacidee phoephoglycériques; coatta étapa sat catalyede par la
ribulcea 1,5 biephosphata carboxylaes, enzyme clé de cette voie
métaboliqua.

- Réductione
L'acide phoephoglycériqua va &tre réduilt an glycéraldéhyde-3-
phcephate, la CO; eet einsi ramené au niveau d’oxydation des
principaux conetituante calluleirea.

- Régénération de l’eccepteur
Empruntant lee réactiona da la néoglucogéndee at, & quelques
rnuances prae, cellee de la vole dee pentosee phophetes, lecs
molécules de glycéraldéhydee 3P vont 8tre cconverties en
ribulcee 5P qui eere phoephorylé an ribulgee 1,5 biephoephate
per la eeconde enzyme typique du cycle, la phcephoribulokinace.

La miece en évidence du cycle paecee par la meeure de lractivité de

eos doux enzymee clée.

2.1.2, La voia de l’acétyl Coa

La voia la plue directe concavabla permettant de fixer le COa
consiate & liar deux meclécules de carbona ansambla pour obtenir
un compo&é en Cz puls da polymérisar cae compoeéds ou d'y ajouter
eédguantiellement de nouvellee unités en C.. Un tel mécanileme
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exigte, il impligque la réduction d'un CO= en un groupe méthyle
puis ea combilnaison avec une esconde molécule da COa et un
coenzyme A pour former un acétyl CoA. L'‘acéfyl CoA set cmrboxyls
an pyruvate puie en oxaloscétate gqul amprunte la cycle de Krabs i

"l’anvere" juegqu‘au atade de l‘oc-cétoglutarsta.

Wood et sl. (1986s) ont propoeé de nommar ce procegaue voila da
ltacétyl CoA, notons qu‘il ne e‘agit pas d‘un cyclel

Lranzyma clé de cette vole est une monoxyde de caerbena
déehydrogénase. Cette enzyme catalyee la réduction révereible du
COa en CC qui forme le groupement carbonyle de l'scétste. En
combinaieon avec d‘autrae enzymaa, elle catalyea augel l’'addition
dae groupee méthylae st carbonyle pour former un réeidu acétyle

activé qui formera ultérieurement un ecétyl Col.

Il conviandreit de nommer cette enzyme différemment pour le
différencier de eon homonyme préeente dane lee orxrganiemes
aéroblee et gul eert & convertir le CO en CO2. Wood et al.
(1986b) ont proposé le terme d'acétyl CoA syntheea.

Cette volae permet la fixetion du CQO2 chez les bactéries
acétogénas et méthancgénee ainel que chsz la plupart des
eulfatoréductrices. Holo et Sirsvag {1986) ont récemment présenté
dee évidencaee suggérant que Chloroflexue aurantiacue utilisersit

égalemant cette voia.

Une variantes de cette vole eet utiliedée psr un souse-groupe de
bactéries acétogénaee, il e’‘agit de la voie glycine eynthase /
glycins réductese gqul impligque la condeneation de deux unitése C,
en glyecine, rédulte ensuite en acétate (Fuchs 1986).

Qutre la pesaibilité de fixation sutotrophe du COa, cette vols

remplit encore de nombreux rdlee comms p.ex.: eynthése d’acétate
chez lea acétoginea, partition de l’'acétate an €Oz et H: dane ls
métaboliemes énergétique des bactériee méthancogénee (Fuchs 1986),
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2.1.3. Cycle réductif de l'acide citrigue

Une deuxidme alternstive au cycle de Calvin a été récemment

décrite chez lae Chloroblecese.

Co cycle décrit en détail chez Chlorobium limicola (Evane et al.
1966, Fuchs at al. 1980a,b) comporte gqustra dtapass de fixstion du
CO2 permettant la carboxyletion de: l'acétyl CoA en pyruvate; du

phosphoénolpyruvate en oxaloacétete; du succinyl CoA en o-
cétoglutarate et de l’‘o-cétoglutarate en citrate,

Lee deux enzymee typlguee de ce cycle (eppelé aussil cycle
tricarboxylique invered) econt: l’'o-cétoglutarate eynthaae,
catalyeant la cerboxylation du euccinyl CoA, et une ATE citrate
lyaee ecindant le citrate en acétyl CoA et oxaloacétate. Une
variante de ce cycle a dgalement &té décrite chez Sulfglobusa
brierleyi* (Kandler et Stetter 1981},

Chez Qeeulfobacter hydrogenophilue, anaérobe etrict, capable de

ee développer avec COa, Ha et sulfate comme eeules sourceae de
carbone et d’'énergie, le CO: eet également fixé par un cycle
citrique réductif (Schauder et al. 1987)}. D’autree
eulfatoreducteure comme Deeulfovibrio baarsi fixent par contre le
COa2 par la voie de l‘acétyl CoA (Jansen et el. 1984, 198S5}.

La comparalieon du bilan énergétigque de cee trois modee de
fixation montre que le cycle de Calvin eet le plue exigeant en
énergle: 9 ATP / CO. fixé glore qu’il feut 5 ATP pour fixer un
COa2 par la cycle réductif de l’acide citrique et probabliement 3
esulement dane celui de l‘acétyl CoA (Schlegel 1986).

i Segerer ot el. {198&) ont propoed de reclaeeer Sulfolobus
brierleyil dane le nouveau genra Acidianue eu &gard & eon
métabolieme bivalent du ecufre (oxydetion en conditione adrobies,

réducticon en conditions enaérobiea).
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Evolutivement, c‘est donc le cyc¢le le plus "cher" qui semble
avolr été privilégié, mais le succés d‘'un métabolisme n'est
certainement pas liéjpnlquemant i son:rendament énergétigue at
d’gutres facteurs - comma Bes possibilités de régulation ou son
intégration dana lransbolisme - doivent certainesment entrer en

ligne de compte.

2.2, Fixation du COx chez lae Hydrcganobactser

Noue vanone da volr qua daa altarnativas au cycla da Calvin se
trouvant chez da nombrausas bactérise. Mia 4 part la ces Bncors
incertain de Chloroflexus surantiacue (Holc et Sirevag 1986),

toutas ces bhactérims sont anabfrobhiss ou appartisnnent aux
Archéobactérias.

Lez résultata des teste enzymatiques effectués chez laa
Hydroganohacter sont cependant eane éguivoquse et indiquant

clairament qu‘il n'y a paa da cycle de Calvin chaz cas
Eubactérisa adroblae. Nous diacutarons las implications
évolutivaa da cette caractéristiqua scus 18 point 5.

Una fole l/abapnce dp cycla de Calvin démontréa, 1l convenait de

chaxcher quel était le chamin permettant & ces bactéries ds fixer
la COa.

Lag travaux ds Shibe Bt 8l. (1982, 1984, 1985) Bur dae Bouchea
d‘'Hydroganckhactar thermophilus permpttant d'affirmar qua cas

bactérisp fixent la CO2 par un chamin tréa eamblabla & calui da
Chlorobium limiccla, ecit par la cycla réductif da l‘’acida

cltrigue. Quoigua noue n’'ayona paa répété cama taeta eur lae
autras groupes 4'Hydrogancbacter, i1l parait raisonnable da

supposer que tous les Hydrogenobscier utilisent le méme mécaniema

da fixation,

Lag évidancas pour la fonctionnamant d/un cycle tricarboxyligue

invareé aont principalamant:
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- La préeence des deux enzyree clée de cette vole, 1'ATP citrate
lyase et l‘a-cétogluterate synthétsase.

- Le marguage rapide de compoeée lide au cycle tricarboxylique
lore d’incubstion evec du *4COa.

Log détaile de ce cycle sont donnde dene la Figure 17.

3. Le métabolime des compoede réduite du ecoufre

Lee bactériee capeblee droxyder les compoede réduite édu ecufre en
conditions aérobiee eont nombreuees et peuvent 8tre claesées en
plueieure groupee en fonction de leures différentes
carsctérietiques phyeiclogiguee & savoir:

- Lee Thiobacillue chimiolithotrophee obligatoiree, capablee
de tirer leur énergle de l'oxydetion dee compoeée réduite du
eoufre (Smith et Hoare 1577, Matin 1978).

- Lee Thiobecillue chimiolithotrophee fecultatife gui, en pluse
dee composés réduite du ecufre, peuvent utilieer dee compoeée
organiguee comme eource d’dnergie. L'oxydstion eimultanée dee
deux types de subetrete eet poeeible permettant sinei une
croieeance mixotrophe (Metin 1978, Gottechel et Kuenen 198Ce,
Smith et sl., 1980Q). -I1 faut inclure dene ce groupae laeEe
hydrogénobactériass cepablee d’'utilieer le thicsulfate comme
source d’'énergile (Friedrich et Mitrenge 1981),

- Lee bectériee lithohétérotrophes gqui peuvent tirer parti de
l’oxydetion de compoeée réduite du eoufre esne pour autant 8tre
& méme de e développer en conditione sutotrophes, p.ex.
Thiobacillue perometgbolie (Tuttle et Jennesech 1972, Gottechal
8t Kuenan 1980k},

-~ Lee bactériee phototrophee guil peuvent poueger
chimiclithotrophiquement & l'obecurité avec lee compoaés
réduites du eoufre (K&mpf et Pfenning 1980},



Ce ecnt eurtout lee trevaux de Friedriech et Mitrenge (19%81) qui
ont retenu notre attantion; ei des hydrogénobectériee étaient
capables droxyder le-thiocsulfate, cele .valsit la pains ds
vérifier l'existence da catta propriété chez lee Hydrogenobecter
pour qul elle &'avérait doublament intsréssants: d‘un point de
vue physiologique, en offrant 3 cee bactériaes strictement
lithotrophse uns source d‘éneargie st d’élactrons autre que

s

l'hydrogéne et & un niveau écologique. Ce typa de métabolieme

refidterait une adéquation au milieu naturel puiegue, noue
l'evons dit, lee milieux géothermaux sont riches en compoeés
eoufrée, principelement en sulfuree et on eoufre élémenteire
(voir chapitre IV).

Les différentee expériencoe décrites sous le point 14 du chepitre
VA nous ont permie de vérifier la réalité de l'utilisstion du
thiceulfete par les Hydrogenobacter, ecit seul, eoit en

conjonction avec 1l‘hydrogédne,

3.1, Mécanieme d‘oxydation du thicesulfate

Le mécenieme exact de l/oxydetion du thiceulfete n‘eet pea
antigrement élucidé. Chez lee Thiobacillue, le echéma propoeé
dene lee ennéee '8B0 est le suivant
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a) Le clivage du thiosulfate fait intervenir, ecit une
thiceulfate réductaee produisant ainei un eulfure et un eulfite,
€0it une rhodanéee couplée é un eccepteur - probablement 1'acide
lipoigque réduit (Silver et Kelly 19756} - et produisant alors un
eulfite et une forme tras réactive de eoufre hydrophile. Dene les
deux ces, cette étape conecmme de l‘énergle, maie le feit gue les
rendemente de crolcesnce avec le thiocsulfate ou evec des sulfures
aoient eeneiblement égaux eemble indiguer gue cette conecmmetion
d’'énergie n'est paes trée Slevée (Timmer-ten-Hoor 1976).

b) L‘oxydatioﬁ des sulfuree en eulfite se fait par une eulfite
réductaee,

§2- 4+ 3 Ha0 —> S0a2- + 6 H~ + 6 o-
¢} L’oxydation du sulfite en sulfate nécemeite le formetion drun

composé phophaté, l'adénosine phosphoeulfate (APS} (Peck 1960,
Peck et Stulberg 1962).

2 8032~ + 2 AMP —— 2 AFS + 4eo- APS rdéductaee
2 AFS + 2 Pi —3 2 ADP + 2 S50a3- Sulfete adényitransférase
2 ADP —> ATP + AMFP Adénylate kinese

2 50a2- + ANMP —) 2 5049~ + ATP + 4 @~

On e ld une réection inveree & celle utiliede par lae
eulfatoréductrices pour traneformer les gulfates en eulfites,

avec notamment une phosph¢ryletion au niveeu du subetrat.

Charlee et Suzuki (1966e,b) ont mie en évidence un autre
mécanisme poeeibleg:

8033~ + 2 cyt ¢ Fe3+- + Hz0 —F B8Q42- + 2 cyt ¢ Fa?2- + 2H~-
Sulfite oxydase

2 eyt ¢ Fa2~ + 1/2 0Oz + 2 H- —3> 2 cyt ¢ Fe?- +« HaO
Cytochrome oxydage



APS reductass et cyt ¢ oxydase ayant pu &trs misss sn évidsncs
chez de nomhrsux Thiobacillue (Kelly 1982), 11 set difficils ds
eavoir guel sst le mécanisms prédominent.

d) Lee électrons entrent dene le cheIne reepiratoire au nivesu
des ¢yt ¢ pour lss thichacilles aérohies, il y donc un seul gite
de couplage ATP poeeible. Chez Thiobecillue denitrificans, lss
élactrons sntresnt au niveau dss cyt b ou de flavoprotéines, on

purs donc 2 ATP formés par paire d'électrons transportds. La NAD-
g8t réduit par un flux invarsgé d‘'élactrone nécassitant un apport

d’énergis.

L‘importance des polythicnatss pour l'oxydastion du thiocsulfats,
suggérés par London st Rittsnherg (1964), est actuellsment
contsstés., Méme s’'il y a formasticon de polythionatss, csux-ci ne
pauvent 8tre métabolisés qu’aprds des réactions ds scission st
ile ne sont pas nécesemirament des substrats ou des produits da
tous les thicbacilles {(Kelly 1982}).

Chaz las hactéries photosynthétiguss sulfursusss, l'oxydation du
thiosulfate passe Bussl par un clivage ds catts molécula ce qui
sea traduit souvent pAr l’accumulstion de soufre élémentsirse, soilt
intracellulairement {(Chromatiacées)}, solt sxtracellulsiremant
{(Chlorobiacéas).

3.2. L'oxydation du thiosulfate chaz les Hydrogenobactar

L'oxydation, couplés & 18 photosynthéea, du thicsulfate chez
Chromatium souche D a un caractére biphasique (Tridingezr 1969).
Dans la phasa initiale, rapide, environ la moitié dAu souire du
thicsulfiate ast convertiaea an sulfste qui provient principalemant
du groupsment sulfonyle. Le soufre sccumulé intracellulairement
pendant cetta phese initizle ast oxydé subséguemment en sulfate

d'une manidre moins rapide,



A quelques détsils prés, la situation chez les Hydrogsnobscter

semble similaire, c’est & dirs oxydation biphasique &u

thiosulfate avsc, dens une premiére phase, eccumulation
extracsliulaire du soufras puis, une fois le thicsulfats é&puisé,
oxydation de ce soufrs. Contrailrement & ce qu’on obeeve chez
Chromstium cette ssconde phaee sst dgalsment trde raspide.

Le mécsnisme da cette oxydstion biphasigue n’'s pas &té &lucidé.
Il sst probebls quas, dans uns pramiérs phsee, on ait ls résction

suivante:

82032~ + HaOD —3 8o + S042- + 2 - + 2 H~

Chsz Peracoccue denitrificens, l’oxydation du thiosulfets ee fsit

sppsremment en une eeule étsps, sane eccumulstion treneitoire de
goufre (Friedrich et Mitrsngs 1981}).

3.2.1. Estimstion du rendsment ds croissencs

Une eetimation préciss du rendement ds croiseence n'‘sst pas
poesible, la préeence de eoufre dene la euwepeneion celliulsire
interférsnt avec l'astimation du poide ssc et le détsrminstion de
la taneur en protéines. Ds plua, il feudrait sxprimer des
rendements partisle pour chacune deg deux phseee ds crolecance or
le deuxidms phase est incomplate suite su dépdt d‘uns partie du
soufre sur lee parois du fermentsur. HWéanmoins, on peut
groeeidrement eetimer qus le rendement glokal de croiseance aet
eupérieur & 10 g/mole thiceulfats. Un tel rendsmsnt de crolesence

ge repprochs dee valeurs mesurdee chez Thiocbecillue denitrificans

(Tebleau 23); eens trop vouloir e‘'avancer, on peut donc supposer
gue les dlectrone sont cédée eu niveau dsa cyt b (ou dee
flavoprotéines) ce gui distinguerait les Hydrogenobacter des
Thiobecillue aérobies.




3.2.2, Variation du taux _de croilseance

L'augmentetion du teux de croissence au course du temps, quand le
thiceulfsts sst 12 seule gource d’'énergie, peut-8tre expliqud de
plusieurs maniéres différentes:

-~ Inhibition per le dconneur d‘électrons.
- Sélection d’un mutent.
- Sengibilité & la concentraticn en oxygéne.

Ls premidre hypothéee peut 8tre écartée en coneldérent gue cette
phase d‘accéléreton a presque digparu dsne le cae de la
croiseance mixolithetrophe (Fig.l15).

Ls sélection d'un mutent est égslement peu probable puleque en
faisant deux culturss successives svec ls thiosulfats comme
gource d’'énergle et en utilisent comme inoculum pour la seccnde
de ces cultures une aliquote de la premidra, on observe dans les
deux cee ce phénoméne d’'eccédlérstion.

Reete donc la sensibilitéd & l/oxygéne!

On observe que, el le croissance est inhibéde en fermenteur avec
une phaee gazeuse contenant 5 % d‘oxygéne et une agitaion
minimale, la mé&me concentration n‘est pes inhibitrice en flacone
non agités. Cette premidre preuve de le eeneiblilitd & 1'oxygéne
est corroborées per lee résultete obtenue lore de la croilesence en
conditions mixclithotrophee. L‘epport d'hydrocgéne comme eource
d'électrone et d’'énergle supplémentelire sugmente le taux des
reepiration =t abaicee par conseéquent la concentration
intracellulaire droxygéne. Dane ces conditlions, le taux maximsl
de croieeance peut &tre atteint plus rapidement, la concentretion
d'oxygéne dane la phaee gazeuee perd une partie de eon pouvoir

inhibiteur.
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Coneidérant ce réeultat, 1l eet intéreesant de relaver lee
obssrvations faites pour la croissancs avac thiosulfate de deux
Thiobacillus thermcphiles. Williams et Hoara (1i372) rapportent
que la croissance avec thiceulfate d’'un Thiobacillue thermophile
isolé de Yellowetone est feible et s'arr@te alors qu’a peine plus
de la meoitié du thicsulfate initialemsnt présent eet consommé.
Pourtant, lee euspeneione cellulaires de catte méme bactérie eont
capables d‘une oxydatign totale! Une diminution dee
concentrations en thiceulfate ou sn phoephate, une modification
du milieu minérel ou une aération continue avec de l/air enrichi
en CO2 n'améliorent pas les choess, Par contre, en prégance d'une
faible quantité de substrat organique {20 mM scétats),
l'oxydation eet compléte. On peut concevoir gue cet apport de
matidre organique, sn permettant une croieeance mixotrophs,
diminue la seneibilité & l'oxygéne; l'acétate sxcercerait donc un
rfle "protecteur” identigue & celul ds l'hydrcgéne dans le cas

des Hydrogenobacter.

Un autre Thicbacillue thermophila, T.thermophilica, présente le
méme phénoméne d’'oxydatien incompldte du thicsulfate (Egorove st
Deryugine 1963}. Il serait certainement inetructif de cultiver
ces deux Bouches avec des pressicne pertielles d’oxygéna
réduitses,

La sensibilité & l'oxygéne est un phénoméne courant chez les
thermophiles, nous 1l'évoguerons plus en détail au peoint 4.

3.2.3. Mixcolithetrephie

L/utilisation de 1l'hydreogéne et du thiceulfats ast eimultanée, la
croissance dane ces conditions est plue rapide qu'avec
l'hydregéne seul (Tableau 18). Il y a denc expressicn
concomitante des deux typesé de métabolismes.

Dans un milieu ol l'hydrogéne et lee composés réduite du eoufre
eont présente de fagen constante, cette poesibilitd de "jouer sur
les deux tebleaux" doit représeenter un avantsge sélectif certsin
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et tredult l'asdepteticn optimele de ls kectérie & son milieu.

Il gersit intéreasant de chercher & eavoilr el toutes les
hydrogénobactériees isoléee dene de tele milieux eont en méme
tempe dee sulfooxydantee et, invereément, ei leg hactéries
lgoléee comme gulfooxydantee sont csepablee de ee développer en
conédltione hydreogénctrophes (volr chepitre VII).

4. Reletione svec l‘gxygéne

Plueisure dérivée de 1l'oxygéne, comme le peroxyde d'oxygéne,
l’gnion euperxoxyde ou le radical hydroxyle, sont toxiguee pour
lee cellulee gqui ont 40 mettre au point dee eyetémee de
détoxification. Lee enzymee utiliedee dane ce but eont des
euperoxyde diemutsees, dee catelssee ot den peroxydeecee. En
répcnes & une augmentation de le concentrsion en oxygdnae, lee
bectériee méeophiles réaglesent généralement en eynthétisant
deventage de euperoxyde diemuteee; chez lee bactériee
thermophilee, ce eont plutdt lee nivesux de cetelses ou/et de
peroxydaece gul eont ajuetée, meie cee bactériee réegissent

généraelement mal 8 un ptreeca conedcutif & une Slévation de le

concentration en oxygéne (Allgood et Perry 1985). Cette mauveiee

tolérance & l'oxygéne ee traduit eouvent par une ebeence de
croieeence en culturee agitées {Klug et Markovetz 1967, Schenk
Arsgno 1979, Allgocd et Perry 1985).

La peneibilité & 1l’oxygéne set & metire en corrélation avec le
faible tensur en oxygéne dieeoue dee milieux chaude. La
aolublilité de l'oxygérne diminue en effet avec ls tempdratura
et § 90°C, elle n'‘etteint que 2 % de ee veleur & 20°C (Brock
1978); de plue, une partie de l'oxygéne diseoue est encore
extrait psr les bullee de gaz traveresant l'esu. Lee hactéries

at

thermophilee édvoluent donc soue dee tensione d'oxygéne réduites,
ce gqul peut peut-8tre expliguer gu‘ellee eclent moine 2 mé8me que

leg mésophilee de faire fece & un excés d’'oxygéne.



Noue svone nous méme dasng ce travsil relevé plueleurs réeultaste
quil pourraient &tre axpliqués psr cette eeneibilité & l'oxygéne:

- Abeence de croiseasnce sur milieu solide en conditions etendard.
Nous avone démontré que l'sgent gélifiant n’‘eet pse en cause
pulsque l‘emplol de gelrfite 4 la plece d‘agar emédns sux mémes
régultate (volr chepitre V, point 8). Per contre, une
croiseance an milieu semi-solide est poeeible. On peut supposer

o

que lee bactéries devant se développer & ls eurfece d'un milieu

sont exposées & une trop grande concentration en oxygine et ne
peuvent per conséquent pes Be développer.

- Abssnce de gulfooxydetion en conditions eérobies
C'est avec le thioesulfste que la croissance est le plus
seneible 4 )l'oxygéne; c'eet susesl avec ce substrat gu’elle est
la plue lente auw début. L'oxygéne eat donc moins rapidament
consommé et sa concentretion d’'sutant plue critique.
La posslbllité d'une croissance gur milieu solide svec le
thiosulfate comme seule source d'énergle et d'électrons
{Alfredeson et al. 1986), est en contradiction evec cette
remerque. Nous n’evone pour notre pert pas réuesl & répéter cet
eseel. Il faut é ce propos souligner que lee charchsurs
islandals réalisent leurs cultures dans d‘sutree conditions que
callas gue nous evone cholesies {Krietjansson et sl. 1985), d4’'on
peut-8tre carteines divergences dane les réeultats,

~ Senelbilité des cultures liguides & l'oxygdna dissous
Quelle que Boit 'le source d'élactrone, ls crolssance eat
initielement trée sensible & la concentration en oxygéne.
Pratiquement, cele oblige & smorcer lee cultures avec une
sgitation minimele et une phass gaszeuee & faible proportion
d'0a, perticulidrament avec le thiosulfate comme substrat.
En cours de croissancse, le consommation 4r0a sugmente at la
concantration &‘'oxygéns dans ls phase gazeusa do mé&me gque la
vitasse d‘aglitation daviennsant moine critiquas (voir asussi

point 3.2).
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81 la croleeance est inhibée par une trop forte concentration en
oxygéne, elle l‘eqt aueel 8l cette concentration devient
limitante. Le rapﬁgﬁf'surface/volumé dea culturea est donc
important, el c¢a& rapport est trop faible {(éprouvettes,

erlenmeyers) la croissence est médiocre.

De toute évidencs, au-deseus comme au-dessous d’un certain seuil
de pression pertielle en oxygéns, la croleeance est tréae
meuvaise. Cette exigence pour une preseion en oxygéne donnés est
d’autant plue marguée qus le métabolisme est lant, p.ex. en début
de croleeance ou avec le thiceulfate comme unigue eubetrat.

En ee beseent eur ces résultate sinel que eur las concentratione
en oxygane dleeous des milieux étudiée, gqui sont de l'ordre du
pourcent (Tablesu 7), on peut e’interroger sur l’opportuinité de
cultiver et surtout d’'isolar cee bactéries avec 5 % A'oxygéne
dans la phsee gazeusae.

5. Coneidératione texonomiguas et dvolutivas

Nous nous proposonae, dane ce chapitrs, de reprsndra lee rédeultats
ds la caractérieation du genrs Hydrogenobsacter et d‘en dégager
lee conedquencee taexonomiques et eurtout évolutivea. Il est

dvident que cette discussion, eurtout dans sa eeconde partie,
fait une part large § la apéculetion auesl tenone nous & nuancer
nca propoe! Malgré noe efforts viseant 4 une grande objectivits,
1l eat inévitable qu'une discueeion sur 1l'évolution trehisse dee
opinione personnslles. Nous nous eommee aimplsment efforcés de
les préeenter comme tellee, €ens prétendre énoncar dee vérités

abeolues.

5.1. Remarquae sur la taxoncmie bsctérienne

Le handicep majaur de la taxonomie bactérienne eet cartainement
la taille réduite du esujet & Studier et & ciseeer. L'obaervation
directe n'est génédralement poeeibls que eur lorganieme 1leolé et
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ne fournit qu'un nombre restreint d'informations. Il est donc
néceeeaire de se baser sur lee propriétée (physiologigquee,
enzymologiques, génétiquee...) des orgeniemee. Cette approche
indirecte a dee inconvénients. Tout d‘abord, lee propriétés ainei
mieee en évidence la sont sur dee organiemes sélectionnés,
cultivée dana un milieu artificiel et en culture pure. Ensuite,
la durée d'une ceractérieation compiédte peut 8tre rédhibitoire et
inciter a4 eecamoter cette &tape "fastidieuee" pour ese consacrer &
dee études d’'apport plue évident et plue immédiat. Finalamant,
lee progrédes méthodologiques conetante permettent la mise en
évidence d‘'un nombre crolssant de propriétés rendant quelquefoie
caduguee lee anciennee clasaificatione. Ainei, l'eegor rapide dee
nouvellee néthodee d‘analyee du génome a fournl une moleeon de
réaultate qul nous & obligé & une réviasion, psrfole drsstique, de

la eyetématique bactérienne.

Cee nouvellees méthodee ont d‘ailleure euecité une vague
d'enthoueiaeme; il paraieeait enfin poeeible de comparer des
bactériee entre elles é‘une manldre gquantitative et de lee gituer
@ane erreur aux niveaux taxonomiguee lee plue élavés. Sane
remettre en gqgueetion la valeur intrineéque de c¢esa méthodes, forcsa
eet de coneteter gue la conetruction élaborée sur leur beee
mangque de fondatione! L'importance de divere problémee, comme
p.ex. l'impact de l‘échange horizontal de gdnes chez lee
bactériee, commence seulement & Btre débettue. Quoilque l'idée du
superorganieme bectérien &noncée par Sonea ei Penieest {19530}
eoit peut-&tre exceesive, elle 2 le mérite de mettre en gqueetion
la valeur d‘une syetématique classique eppliquée 4 dee organismese

=

qui échappent partiellement & 1'évolution darwinlennse.

Peu de chexcheure également ae préoccupent de connaitre le lien
entre la réalitd du milieu naturel et celle du lshoreteire. Le
probléme eet carte ardu mals ee pose avec ecuitéd & tout chercheur
qui conetate lee fréquentea modificatione de propriété des
souchee cultivédes en laboratoire (etahilieation, adaptation,
dégénéreecence). 5'il egt évident que culture en milieu
artificial et leolement conetituent dee simplifications
indispensablee & 1‘'étude dee eouchee bactériennee, 1l ne faudrait
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pee cependsnt perdre:ds vus lsure sctione-potentiellss sur les
ceractérietiquse du sujet étudié.

La texonomle sctuslle disposs d’outlls pulesants et hien sdaptés,
legur utilisation parmet une clasesification plus ocu moins sieée
dge bactérise gque noue ne contegtons pas et dont l/utilité sst
d’sillsurs indiecutsbls. Cepsndant, l'imsge ainsi obtsnus
pourrsit bilen n’8trs qu’un reflet diatordu de le réalité!

5.2, Taxonomie du genrs Hydrogenobacter

Traditionnellsment, les bactérise sont étudidee scus ls doubls

agpect de lesurs cersctéristiquse phénotypiquse et génotypiguss,
cee dernidrees permettant d'sffiner st généralement de confirmer
les réeultats obtsnus par lee méthodes plue claesiques.

Il set extr@mement rare d‘obesrver des déeaccords profonds entre
les résultas ds cee deux approches ot cela en toute logique
puisque le génotyps se doit d‘Btre l'expreesion du phénotyps. On
psut cependant relsver ls cae de Prochloron, ce symbionte
d‘escidie dont lee csractéristiquee phénotypiquee sn font un
ancétre potentiel des chloroplaetes dee chlorophytee st dss
plantes vassculaires slore qus leg analyeee génotypiques mettent
on dvidence ses affinités avec le phylum des cyanobactériss.

De tels cas sont c¢ependant rarse st on psut 66 demander comment
interpréter lse résultsts obtenus chez lse Hydrogenchactsr.

Dene ce groupe, les csractéristiquee phénotypiquee st
génotyplques fourniesant dee régultate & premidrs vus
contradictoires. Au niveau phénotyplque, lee différencee sntrs
lee diveress souchees étudidee sont ténuee; les teeste réslisde ont
surtout permis de mettre en évidencs de nombreuecee eimilarités.
Cependant, du fait de l‘autotrophis obligatoire, le nomhre de
testa facllement scceseibles set rédult et l'efficacitd d'une
cerectérisstion phénotypiqus limités.
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A l'encontre de cette homogénéité phénotypigue, les réesultate dee
hybridatione indigquent clairement que lee Hydrogengbacter forment

cing groupee dietincte. MéEme &8i leg vzleure ont &6té mesurées dane
dea conditione edlectives qui pourraient amener & une eous-
estimation dee pourcentages d'homologie, ces différences reetent

ageaz importantee pour juetifier la partition du groupe.

Cee réeultate pesuvant &tre interprétés de deux manidres
différentee {au moine!)

- Lee réeultate génotypiquee trahieeent de profondee divergencee
entre lee eouchee étudidee. Il convient donc de placer ces
bactériee dane cing genree différente. Lee parentée
phénotypiquee obeervées ne sont que le reflet 4’une convergence
évolutive et d4’un manque de donnéee comparatives.

- Comme révélé psr leur parenté phénotypique dvidente et lee
valeure comparables de pourcentage G + C, cee bactéries
appartiennent & un méme genre. Le résultat déroutant deas
hybridatione pourrailt &tre expligué d‘une part par lee
conditione trds edlectives du test, d'autre part en évoguant
lt'isolement géogrephique dee eouches.

On eait que les bsctériee eont en contect génétique entre-
elles, échangeent dee génee de manidre intre et inter
epécifique. Cependant, dee bactériee aux nichee éoologiques
trée eédlectives et géographiquement diecontinuee doivent
échepper & ce braessge génétigque et évoluer de manidre
indépendante. Cela pourrait cenduire zux divergences
génotyplquee obeervéee; le phénotype, lui, serait reeté etshle,

principalement & czuee de la forte pression eélective.

Boue conetatone gqu’effectivement lee groupee leolée
correepondent bien & dee groupes géographiquee; on a ainel des
Hydrogenobacter japonaile, rueees, iglandsie et itallens. La

gubdivieion de cee dernlere répsultersit plutdt d’'un icolement

Sdcologligue, Lee Hydrogenobacter du groupe T3 eont en effet

eyetématiguement ipolée i dee tempdSratures eupérieures d& 70°'C;
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eux tempéreturea_ inférieuree, on iﬂole daa Hydrogenobacter du
groupe T13. Cette lci ge vérifie particuliérament bien lore

d'ieolement le long d‘un gradient thexmigue.

Dfepréa ce echéma, nous eurionae donc une epécietion
géographique. Tréa fréguent chez lee Euceryotee, oe phénomane
n‘a été gue rarement prle eon coneldératicn chez lee bactéries,
principelement é ceuae de leur diepereion elade. Cependant,
pour dee bactériea vivant danas dea envircnnementa extr@mee &
faible deneité géographique, lea diatancee & parcourir d'une
niche 3 1‘'autre deviennent coneidéreblea et, en l'ebeence de
forme de réeiatance (donc de traneport), l’ileclement eat bien

réel et peut impliquer une epéciation gédographigue.

Malgré la carence de faite expérimentaux &tayant 1’'un ou 1l'autre
de cee echémae, noue penchone plutdt pour le deuxidme, en tout
caa au niveau de eeq implicatione taxonomigquee. Il noue parait en
effet indlapeneable de xéunir au niveau générique dee bactéxrise
dont la parenté phénotypique est &l marguée et lee pourcentages

G + C gquaeiment identiques.

Noue propoecnsa donc de regrouper toutee lee hactériee décritee en
un geul ot méme genre tout en aeeignant & chague groupe
d'homologie un nom d'eepéce différent.

La néceegité de confirmer le nouveeu genre crée per Keweaumi et
al. (1984) ne fait pas de doute el l’on coneldére lee nombreueea
originelitée de cea bactériee: thermophilie, hydrogénotrophie,
gulfooxydetion, méceniame de fixetion du COa, pourcentage G + C
d'environ 40 %, autotrophie obligatolre... tout concourt & lsea
dietinguer d'autree genrea précédemment décrita.

Le Tableau 24 donne une comparaleson dea Hydrogenobacter evec

d’autree hydrogénobactériea thermophilee précédemment décrites; &
cause de leur capacité & utilieger lee compoade réduite du eouira,
nous avone dgalement inclue danae cette compareieon deux bectéries
eulfooxydantee autotrophes obligatolree. 11 reseecrt de cse tableau
que les Hydrogenohacter forment un groupe original différent de

toue lea genree précédemment décrite.
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Le premier nom de genre publié.pour ces organiemee eet celui de
Calderobacterium (Kryukov et al, 1%83). Néanmoins, la deecriptien
du genrs Hydrogenobacter {Kawasumi at al, 1984} eet parue dane 1'
Intarnational Journal of Systematic Bacteriology troles moile avant
la validation du nom de Caldsrobactsrium (IJSB 1984). Ainsi,
eelon la régle 27 du code internationnal de nomsnclature (Lapage
et al. 1985), le nom d'Hydrogenpbacter a-t-1il la priorité.

Noue proposone done d'inclure toutss lee bactdries décritee dans
ce traveil dans le genre Hydrogenpbacter.

5.3. Deecription du genre Hydrogqengbacter

Mis 8 part ls capscité 3 utilisesr lss composés réduits du soufre,
la description est celle donnée psr Kawaegumi et al. {1984).

B8tonnat & Grem ndgetif, 0,3-0.5 / 2-4 gm; tendance &
former dee filamants. Non sporulsnt, non moblle.
Chimiolithotrophe utilieant l'hydrogéne, ls soufre
élémentaire et le thiosulfats comme donneure d'dlectrons.
Pae de crolssance hétérotrophe. Fixation du COa par un
cycle tricarboxylique invereé., Ammonium, urde et aeparegine
peuvent eervir Add sources d'azote. Température optimale,
70-75"C, pae de croleeence & 40 et 90°'C., Neutrophile.
Pourcentage G + C: 38-41 &%,

La poeition de ce genre eera diecutde eoue le point 5.4.

Lee cing eopdcee de ce genree eont conetruitee eur la beee dee
homologiee ADN-ADN et ne peuvent actuellement &tre nettement
dietingudee par aucun test phénotyplique., Nous propoeone de créer

lee cing eepé&cee euivantee:

Hydrogenobacter thermophilue {(Keawaeumi et al. 1934), espéce

type du genre Hydrogenobacter.

Deecription eimilaire & celle du genre. Crolesance trde
faible & 80'C. Pourcentmge G + C: 38 %.
Souche type: TK-6, ilsolée de eources chesudee au Japon,.



H.hydrogenophilus [Kryukov et al. 1983) Comh nov.

aynonymie: Calderobacterium hyd:ogenophilum (K:yukov et al.
1983).

Daescription similaire & celle du genre. Crolseance trés
faible & 80'C. Pourcentage G + C: 38 &.

Souche type: 2-829, leolde de sources du eysetdme thermal de

geyeers de l'Uyan, Kamchatka, URSS,

H.alfredgsoni ep.nov. al.frede.son.ii, L.gen.n, d&dié &4 G. -
Alfredeson, microblologiete lelandaie dont 1l'équipe a leolé
et caractéried cet organieme.

Deecription comme pour le genre. Pas de croleeance & &D'C.
Pourcentage G + C: 38 %,

Souche type: H-1 {(Krietjanseon et al. 1985}, lsolée de
sourcee thermalea en Ielande.

H.octogenariue ap.nov. oc¢.to.gen.as.rive, L.sdj, relid § 80
& cause de la capscité de cet organiseme de croitre i plue
de B80O'C.

Description comme pour le genre. Bonne crolseence & B80'C,

température maximsle supérieure & 85°C. Pourcentage G + C:
40 %,

Souche type: T3, isolée d'une mare bouillonante (98°C; pH
6.5) dans la golfatare de San Federigo (Province de
Crosseto, Italie}.

H.italicua ep.nov. 1i.te.li.cue, L.adj, d'Italie.
Description aimilseire i celle du genre. Pae de croisesnce &
80°C. Pourcentage G + C: 38 %,

Souche type: T13, isolée d'une aource neutres modéremment
cheude (49°C) aux "Terme di Bagnolo® (Fig.3) prae de
Monterotondo Marittimo (Province de Groegeto, Itslie)

H.italicus, blovser etnaeus et.nae.us, L.adj, 4d'Etna.
Deecription aimileire i celle de l'eepédce mais croleeance
hétérotrophe poseeible avec: D(+) cellobicse, D(+) fructoee,
D{(+) gluccee, D{(+} msltose, D(+) manncee, D{(+) saeccharoee,
ecétate, butyrate, o-cétogutarate, D gluconate, malate,
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oxaloacatate, pyruvete, auccinate, D{(+) et L(-) tartrestes, DL-
alanine, D et L-aepartatee, D-glutamate, L-phénylylenine, L-
proline, éthanol, glycérol, extrait de levure (Difco) et
bouillon nutritif sStandard 1 (Merck).

Pourcentage G + C: 38.6 %.

Souche type: MF3, ilsoléde d’une fumerolle eur l‘Etna.

5.4. Poaition taxonomigue du genre Hydrogenobacter

11 ent difficlle de pserler de phylogénie bactérienne &sne
évogquer, au moine dane leure grandee lignes, guelgues théoriea de
l+évolution bactérienne, ausel ferons noue un raplde bhilan de nos
connalasances dana ce domaina.

5.4.1. Quelquen notions eur l‘'évolution dee bactéries

Broda (1970) et Margulis (1972) ont propoed une eéguence poeeible
dee différents mécaniemes spparue au coura de l'évolution. Dana
ce achéma epéculstif, les orgenlemes fermentatife eont donnda
comme lea plus anciens; 1le ae meralent dédveloppée dsns un
environnemant anaérobie, riche en composée orgeniques, l’énergie
&étant obtenue pser phosephoryletion au nivesu du subaetrst.

L'environnement é&tent riche en précureeure de macromoléculea, cee
organiemes &taient provablement capables d‘assimiler ces
“hrigquea" toutee faiteg, La prolifération de tels organiemese
limitant la diaponibilité de cea précureseurs, il y aurait eu
alore accrolesement dee capacités bloeynthétigues. La compétition
pour les compoeds organigues devient maximale; lee organiamea
dédveloppant la capecitéd d‘exploiter dea eourcese alternatives de
carbone et d’'édnergle en retirent un aventage adlectif important.

L'utilisation de ls lumikre étant, en conditiona anaérobiea, une
dee sourcee poaeibles d*é&nergle, 11 y aursit tout d'abord eu
développement de bactéries photosynthétigues hétérotrophea.
Ensulte eexait apparuee la capacité de fixer le CDa et la facults
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d’osxyder das compoeée inorganiques tsle que le soufre,
1'hydrogéne et finglement l'eau. Le développement de la
photoeynthdee oxygénique établit un environnement sérobile
permettant l’eesort dee chimiolithotrophes, descendante plue ou
moine directe dee photosynthétiques.

Leg réesultate obtenug par anelyee dee ARN 168 (Fox et al. 18980)

remanient gquelgue peu ce schéma, principalement en montrant gque

le phénotype photosynthétique eet euesi encien que le phénotype

clostridien. Lee Eubactériee pourrsient evolr comme encétree des
bactériee photoeynthétiques, éventuellemant autotrophes.

Le découverte des environnemente hydrothermeux esoue-marin,
l'dtude de leur géochimieme et de leur biologie ont égealement
amené un renouvesu dane les théoriee de 1’'évolution. De tels
environnemente pourraient avoir été le "hercesu” de la vie, einsi
gque le euppoeent Beroee et Hoffmen (1985).

" Wa propoee that life developed and evolved in a primeval,
ehellow ocean in aesociation with the multiplicity of
grediente eetablished by what are now known to have been
the important featurea of the early Archean: the tectoniem
esgociated with eeafloor spreeding snd the resultant
hydrothermal alteration of the newly-emplaced oceanic crust
end the compoeition of the c¢cean and atmoephere of the
early Earth".

Baroee et Hoffman (1985)

Lee propriétée supputées de cee environnemente primitife sont: un
environnement chimiquement réducteur, probablament chaud (> 30°C
-> 100°C } peu profond (maximum 1000-2000 mdtres) et
coneldérablement plue actif tectoniguement qu'il ne l'eat
aujourd’/hul (Baroe¢ et Hoffmen 1985). Le cheleur dérivée du
refroidiseement hydrothermal de nouvelles crofitee océaniquee est
le source d'dnergle permettant de convertir des précurseurs
inorgeniques en composés organiguee. Lee plug importante
procceassue microblene apparue iniltialement dang ces
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environnements étaient probablement basés sur l’utilieation
anaérobies de l'hydrogéne st du soufrs.

Bisn que les systdmes hydrothermaux actuels scisnt géologiquement
et géophysiquement trés semblabise d leur contrepartie ds
l7archéen, le systadms océanique envirennant est considérablement
plus oxydé. La présence d'autres acceptsurs d‘édlectron {NOa-,
Faz-, §0.,2-) a8t d’une varlété de composés additionnels a permis

le développemsent d’'une communauté phyeioclogigquement tréas divares.

Dena ces milisux, la chaine alimentaire eat basée sur lee
bactérise chimiceynthétiques alors que tous 1ss autree écosyeatdme
sctuele - excepté peput-8tre quslquse environnemente extrimes -

eont basde sur la photoeynthéss oxygénique (Fig.18).

Nous n'‘svona ni la compétence ni le déeir de diacuter plus en
détail ces élémente d’'information générale concernant
lrévolution, Aussl, dee idées saguisgéps ci-deeeue, reptiendrons-

nous simplement lse notlione euivantes:

- L'environnement primitif éteit réducteur, l‘oxygéne n’‘eset

apparu que esuite & la photosynthdae oxygénique.

- La vie 2 probeblement évolué & pertir d’orgsniemes thermophiles
(volir chapitre II).

-~ Lea bactériae phototrophese cccupent une place clé dane
1‘évolution et sont traditionnelement coneidéréea comme lea
ancétroe deae chimiolithotrophee. Cette filiation est
conteetables car elle va & l’encontre dfune origine thermophile
ée la vie. On ne rencontre en effet pas de phototrophee au-
deeeue de 70°C slore gue lee organiemee chimiolithotrophes
peuvent as développer & plus de 100°C. Qui plue est, le
photoeynthége chlorophyllienne eet abeente chez les
Archécobactéries, régne évolutivement trée anclen. Dans le
schéma ds Baross st Hoffmen [1985) cette filiation est
d‘ailleure inversée.
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Il n'‘en reete pes moins gue lee bectéries photoeynthétiguee
L2 R o

eont probablement é l’'origine dee phylumé‘d'Eubactériee

lithotrophee eércbiee.

5.4.2. Phylogénie dee Hydrogenobacter

Avec cee quelquee plécee du puzzle évolutif, ol placer lee
Hydrogencbecter, c'eet é dire dss organismse thermophilaes,

eutotrophee obligetoires, utilieant l'hydrogéne ou lee compoeée
réduits du eoufre comme ecurce d'énsrgie et d’'édlectrone ot fixent
le COa par un cycle tricarboxylique invereé?

Procédone en déteillant checune de cee caractérietiquee.

~ Thermophilie
Noue evone d€3ja vu, dens le chapitre II, quelques faits
argumentant pour le ceractére primitif de la thermophilie. Les
propoeltione de Beroee et Hoffman (1985) abondent dane ce aens
sueel, hien que consciente que le débat eet loin drétre clos,
melntiendrone-noue gque la thermophilie peut conetituer un
caractére primitif.

- Autotrophie obligatoire
On trouve dee autotrcphee obligatoiree dene toue lee groupee de
chimioclithotrophee et, texonomiguement, autotrophee
obligetoiree et facultetife eont eouvent lide & l’intérieux
d’'un méme genre. Ca caractére ncue apparait donc plue comme un
trait écologique qu’évolutif. La dichotomie généraliete -
epécialiste réeulteralt d‘une divergence dane lee etretéglea
d'adaptetion eu milieu et ne pourait &tre miee en corrélation
avec un achéme évolutif. Noue pouvone eimplement euppceer que,

lee Hydrogenobecter étent des chimiclithotrophee aérobiee, leur

développement eet poetérieur & l'spperiticon de l‘coxygéne dene
l'etmoephdtre et donc "récent".
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- Fixation du COa par un cycle tricerboxyligue invereé
Le Filgure 19 donne la répertition dee trole voles de fixation
du COz daneg l'arbre évolutif (eimplifié) dee bectérise.

On conetete gue le fixation du COz: par un cycle tricerboxyligque
invergé 88 retrouve sueel bien chez lee Archéobectérise p.ex,
Sulfolobue brierley (Kendler et Statter 1981) que chaez iee
Eubactéries p.ex. Chlorobium limicole (Evane et el. 1966, Fuche
et al, 1980a,b), elle appartient probaklement & l'héritage

commun dae deux rdgnes procaryotes.

Il an va de méme pour le vole de l'acétyl CoA gue lfon retrouve
aueai bilen chez les méthanogénea (Fuche 1986) que chez les
chloroflexacéea (Holo et Sirevag 1986).

La fixation du COz par le cycle de Calvin apparait comme plus
tardive at confinée aux Eubmctériee. C’eet augal le eeul cycle
qu‘on he retrouve paa chez dee bactériee hautement
thermophilee. Il peut y avoir & cela, poit une raieon
biochimigue (thermoeeneilbilité de certaina enzymee), aoit une

cauea évolutive, le cycle de Calvin serailt alore & coneidérer

comme plue récent.

- Utilieation de l'hydrogine at du eoufre
D/'apras Urey (1952), lee bectériee capebles d'utilicer
l'hydrogbne eerelent dee foseilles vivante, témoine d'une époqua
oll lee concentratione en hydrogéne étailent coneldérablement
plue élevées gu'sctuellement.

81 le poeition texonomigue e nombreusee hydrogénobectérias
invelide cette aeeortion (Woeee et al. 1985}, 1l n'en regte pus
moine qua lee métaboliemes lithotrophee baedés sur l'utiligation
de l'hydrogéne et du eoufre epparaigeent ¢omme trde anciene. En
conditlione snhaérobilee, on trouva de taela métabolliemee cheaz
plugleure bactériee photoeynthétiguee et surtout chez de
nombreueee Archéobactéries (Deeulfurococcue epp., Thermoproteua

epp., Byrodictium epp...).
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L'utiligation du eoufrs comme donneur d4‘électrons est plue
récente puisqu’elle implique une atmosphdre oxydés (ou la
lumidre}, Cependaht; elle existe cﬁez‘ééitiinen Archéobactéries
comme p.ex. Sulfolobug brierley qui peut utilieer le ecufre,
soit comme accepteur d’élactron - sn conditione anaéroblae -,
6oit comme donneur d’électrone - en conditione adrobies -

(Segerer et al. 1986).

D/aprae 1l'hypothése de Baross st Hoffmen (19853), le métabolieme
du eoufre apparait comme primerdial puleque ce seralt laae
bactéries sulforéductrices gul seraient 4 la bhaes de l‘arbre
évolutif,

Nous constatons donc que, hormis leur dépendsnce vie 4 vis ds
l'oxygéne, lss Hydrogenohecter présentent de nombreux ceractares
primitife: thermophilie, fixstien du CO: per un cycle
tricarboxylique inversé, rdle central du eoufre et de l‘hydrogéne

dans laur métaholieme,

Sur la bage dee données connuea, noue allone eseayer de précieer

leur pcaition taxonomigqua.

Nous pouvone déjd exclure une appartenance su groups dea
Archécbactériee en noua beesant eur la eenaibllité & la
pénicilline, la préeence d'eaters glycériguea comme lipidess
membranaires {Kawasumi et al., 1984) at l'ultraetructure de la

paroi.

Comme mentionné précédemment, lee bactéries lithotrophee & Gram
négatif, adrobles, peuvent généralement &tre rattachées aux
bactériea photoeynthétiguese. Dane la Tableau 25, nousa donnone les
principeles carasctérietigquee dee Hydrogenobacter avec laur
dietribution chez lee différente groupes de bactérias
photoeynthdtiguee, Woeee et a1, (1985) ont montréd gue la plupaert

dee hydrogénobactériea a’apparentent au groupe dee bactéries
pourpree. Cependent, sur la base de ce tableau, les
Hydrogencbacter apparsissent plutdt prochee dee bactériee

phetoasynthétiquee vertee, spécialement dee Chlorobiaceas, mdme ei
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callee-ci, contrairement aux Chloropflexaceas, ne poaeddent pae de

repréeentante thermophiles (dana l‘état actuel de noe
connalesancesl). Lee Hydrogenobacter pourralent done &tre un dee

raree groupee d'hydrogénobactérine 4 Gram négetif 3 ne pas

=

appartenir & l'embranchement des bactériez pourprae.

Nous ne pouvons bien entendu pae exclure que lee Hydrogenpbacter
fassent partie d'un sutre embranchement gue ceux envieagés ci-
desgug. Leur poeition taxonomigue exacte nea pourrs Btre préciecde
que par analyee dee ARN 168.
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VI HYDROGENOBACTERIES THERMOFHILES, SPORULANTES

AL RN R R RS R E SRR EEEEERERESREERES S NE)

Les bactéries aéroblee formant des endosporss, généralement dee
bitonnets & Gram poeltif, eont ectuellement claeedea dana le
genra Bacillus.

L'inauffisanca ds cee critéres apparait oleirsment quand on
conalddre la gamma deas pourcantages G + C des rapréaantante da ce
ganre. Celle-cl e‘étend en effet d’/un peu plus de 30 % & prids de
70 %, eoit beaucoup plus qu‘il n‘est communément de mise dans un

méme genre.

L'incohérenca phénotypique ds ca ganrs & &té mise en exergue par
Claue et Barkaley (1986). L'hétérogénéité phylogénétique de ca
groupe a également &té soulignée 4 plusieurs raprimme (Fox et al.
1977, Stackebrandt et Woeee 1979, Stackebrandt et sl. 1987).

Le taxonomie des Becilllus n'étant pae notre propoe, noue nous
rangerone 6 la définition du genre telle gqu‘elle eat donnée par
Claue et Berkeley (1986).

Saulas deux eapdcee ds Bacillus utilisant l‘'hydrogéns avaient &té
décritee avant ce travail: Bacilluse pycnoticue (Grohmann 1924) et

B.echlegelil (Schenk et Aragno 1979}.

La premidre de cea deux eapdcee n'a été que trde partiellement
caractériefe et n‘eet actuellament plue disponibls; on peut
d'ailleura, en étudiant la publication de Grohmann (1924), mettre
en doute 1la pureté de la culture,

La saconde est una bactérie thermophils isolée de milisux froids,
particulidrement de eséddimenta lacustree. La découverts de cette
bactérie a conetitud le point de départ de notre rechsrche egur
lee hydrogénobactéries tharmophilea. Un dee buta dae leolations
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réaliedes dang lee milieux géothermaux dtait en effet de tenter
d*leoler Bacillus schlegelid de ce qui surait pu 8tre eon milieu
neturel. Noue reviendrons d'sllleure en détell eur l'écologie de

cette bectérie. Quoigu’il en solt, lee ilgolements effectuée nous
ont permis d'obtenir, outre les Hydrogenobecter déid décrits
(voir chapitre V), diverees hydrogénobectériee eporulantes,
thermophilee, qui geront décritee dentc cette partie du treveil.

Lee Bacillus ont été les premiere organiemes thermophiles
étudiée. Citone notemment l’ieolement, per Miquel en 1879, d‘un
organieme eporulent, croiseent & 73'C et ieolé...des esux de le
Seine (Miquel 1888)! Ce gont esueel les plus couramment utiliede
dens le recherche dee clée phyeioclogiques de le thermophilie.

A ce euccda, nous voyons deux reileone principslee: la facilité de
culture, les Becillus sont générelement peu exlgeants et surtout
tréeg réaistantsi; leur répartition ubiguiete, les Bgcillus
thermophiles peuvent an effet &tre aigément leolée de sols
tempérés onu leg conditions de température sont, en apparence du
moing, leoin d'&tre fevorebles.

Catte préeence de microorgenliemes thermophilee dene dee eolg
froide ne manque pes d'Etre intriguente. Allen (1953) e démontré
qu’il existe réasllament una population da Bacillue thermophilee
présente dane les sole tempérée et gu’il ne e‘egit pea de mutaents
sélectionnée par lee conditione de culture en laboratoire.

On peut dés lore propoeer deux théories pour expliguer ce fait:

- Développement in eitu
L'action directe du eolell sur les couchee euperficlelles du
80l ast suffieenta pour lee écheuffer coneldérablemsnt; ds
méma, fermentations at putréfactions, effectudes au départ par
des organismes mésophiles, peuvent dégsger aseez ds chalsur
pour créer das conditione loceles favorisant le développamant
d'organismes thermophiles.
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Dane catta optique, les Bacillus thermophiles pourraient Btra
considérég comme des variants de Bacillug mésophiles. Le succés
des expériences 48'thérmoadaptation "Berblé argumenter dens ce

gena.

- Dormance
Les spores sont Ge& organalles extrémement résilstantes. Il est
concevabla que les apores de Bacillus trouvées dans les sole
froids eoisnt d’origins allochtone, en provenance de milisux
sux conditions plus favorablea, et ne se trouvent gqu’'d l'état
dormant dens les milieux frolds. On axpliguerait ainei la
présence de sporea viahles de thermophiles trouvéas dans des
carottages de bassins océaniquee d'flge eatimé 4 plusieure
milliers d’enndes (Bertholomew et Rittenberg 1949, Bertholomew

et Palk 1966).

Le cas de Bacillua echlegelii (Schenk et Aragno 1979} pourrseit
ralever d‘une méme explication.

Notons que les deux hypothésas ne e’‘excluent pae, la cas de

chague espéce étant i considérer séparemant.

D’une menidre générale, on peut suppoeer que les Becillus
thermotoléranta tels: B.eubtiiis, B.lichaniformie, B.coagulana,
B.brevie, B.stearothermophilus peuvent tréds bien es développer
dane dee sols tempérés en profitant des élévations locales et

temporeires de températurs,

Les Bacillup thermophiles stricts comme B.schlegelii,
B.acidocaldarive, B.caldotansex* 8t B.caldolyticus?*
relévent plus probsblament da la deuxiéme explication et les

miliaux tempSrés na sont pour eux, au misux, qQue des "frigos &
sporesl”". Cas idéas maront reprises dans la discussion,

! Nome d'esgpéces non validés,
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Il est regrettable que la plupart dee recherches fondamentales
sur les bactéries thermophilee sient pris comme sujets
d'expérimentation dee Bacillue appartenant au premier de cee deux
groupee, dee Bacillug thermophilee facultatifs. Par ce choix, on
g bien Bur cherxrché § minimiser lee différences entre les pouches
étudiéee en lee choisiesant dane un méme genre, voire dane une
méme eepdce; male peut-8tre a-t-on, de par le choix d'organiemes
sl perticuliere, bialeé le probldme. La préeence de eporae - ou
plue largement d’'orgenee de réeletance - ainei que la
dietribution écologique trie large de ces bactéries les
distinguent en effet de la plupart dee thermophilee etrictes
ieclés de miliaux géothermaux. La généralieation des résultate
obtenue avec cee moddlee un peu trop epéciaux n’'eet donc pae
évidenta. Il ne faudrait pas gque Bacillug etearothermophilue
davienne l'Eecherichia coli dee thermophilee!
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A) RESULTATS PR o ey

1. Bac¢illus tueciae

A plueieure repriees, nous avone 160lé dee hydrogénobectériee &
apore covele, acidophilee, de la eolfatare de -San Federigo. Au vu
de ces guelquee ceractérietiques, 11 ne pouvalt e'egilr de souchee
de B.echlegelii. Noue evona donc entreprie de chercher leur
poelition texonomigque.

1.1. I¢olement

Le Tablesu 26 donne les eites, avec leurs caractérigtigues de
tempéreture et des pH, ol les Bacillus ont &té ieolés (volr auesri
Tebleau 10).

Lee souchee ont &té purifides en milieu molide, en conditions
autotrophee et acidophilee (pH initial: 3.5). Un accent a &té mie
eur la caractérisetion des aouches T2, choigie c¢comme ecuche type,
et T201.

1.2, Mcrphologie

Cea bactériee sont dee bEtonnete eporulante de 0.8/ 4-5 um. Les
endospores eont ovales, déformantes, eubterminales, 1.2 x 1.8 um
(photo 13). On obeerve un eeul flagelle, inedrdé latéralement. Lee
bactériee ne eont cependant pae mobilee lore d’'obeervetionse su
microecope, probablemsnt & cauee dee conditione non
phyelclogiquee d'obesrvation (température trop haeee}.

Lea cellulse accumulent du FHB guand ellee eont cultivées en
milieu carencé en ezote.



Les cellulee jaunee ont un Gram poeitif. En microscopia
électroniqua, lee parcle présantent une micromorphologie typique
dee Gram poeitife; eucune structure de surfece ne peut-étre
cbeervée.

1.3, Caractérietiques des cultures
Ces Bacillus poueeant tride bien en bouteillee cu en flacone da
Farnbach, sane asgitetion. Dene cee conditione, une pallicule

blenche ee forme é la eurfeca dee culturese,

Contrairament 4 ce que nous avone obearvé chez Hydrogenocbactaer,

la croleeance en éprouvettee eet poeeible bien que plue faibls
qu’an bouteilles.

En milieu eolida, les coloniee sont étalédes, de couleur crémes,
avac une pellicule craysue2 en eurfece.

Lore de lg culture d'unea grende quentité de cellulee, le milieu

de culture se colore en jaune. Ce pigment hydroeocluble a un pic
d‘ebeorption & 410 nm; il n’a pee &té caractérieé.

1.4, Carectérietiquee de croleeence

La croleeance ee failt dane du milieu minédrel de baee acidifié é
pH 3.5 (HCl 1/2 econc.). Ce milieu n‘eet que peu temponné et,
aprde croissence, le pH renonte & 6.

[ ]
Pour déterniner le pH optimal, noue avons travaillé avec un
milieu modifié ol la concentraticon en phoephate eat réduite et SO
mM d’'ecide tertrique ejoutés. Dene cee conditione, le pH optimal
aet de 4.2 & 4.8 (Fig.20). Noue utilieerons ce milieu temponné é
pH 4.5 pour lee teete eulvante.

La température optimale eet d‘environ 55'C. A 37°C comme & 65°C,
la croieeance n'‘eet plue poséible.
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La crolsemnce an farmanteur (conditione eutotrophes) set
axponentielle evec un tampe de génératian‘ggﬂ: B = 0.11 {tempa de
doublement, &.5 h)}, & condition gue le& congcentraticn en oxygéne
aolt régulierement ajustés de 5 % 4 25 % (Fig.21). On obtient
environ 2.5 g da cellules (polde &ec)/l. Remarguone gue méme en
pleine crciesance exponentielle, le pourcentage de sporsnges eet
trég dlevé.

1.5, Caractérietiquens nutriticnnelles

1.5.1. Sgurces das garbgne

Toutes lee eouches gont capeblee d’'utlliser lee subetences
gulvantes comme source de carbone et d’'énergle: acétate,
butyrete, o-cétoglutarate, oxalate, euccinste, L-glutamate,
butanol et phénol.

Quelguee eubstancee ne gont métabolisées que par une pertie desg
sept esouchee tegtées, ce sont: malate (5/7), malonete (4/7), L-
agpartete (2/7), L-separagine (1/7), L-arginine (1/7), lecleucine
{(5/7), valline (3/7), éthanol (3/7) et propanocl(2/7).

Ve egont pae utilieds: L(+) arabincee, D(+) cellobloege, D(-)
fructoee, D{+) galactoee, D(+) glucoge, D{+) mannoee, D(+)
maltoee, L(+} rhamncsee, D(+) maccharcee, L(-) sorbose, D(+)}
tréhaloee, D(+) xylose, benzoate, cltrate, formiate, D gluccnate,
mesaconate, D(+) L(-) et mésotartretes, oxalate, pyruvata, DL-
alanine, D-s&spartate, L-cyatéine, D-glutamate, glycine, L-
hietidine, L-méthionine, L-phénylelnine, L-proline, L-
tryptophane, L-gérine, glycérol, D{(-) mannitecl, méthanol.

Les détails pour chague souche eont donnée dane le Tableau 27.

En milleux complexes, le croieeance eet poeglhle avec de
l’extrait de levure (Difco) & pH 5 maieg pae 4 pH 3.5 (l‘extrait
de levure tamponne le milieu, le pH de 3.5, trop bas pour
permettre l& croissance, eat mailntenu}. A aucun de ces deux pH la
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¢roiesence n'eet possible dans du bouillon nutritif (Difco} ou du
bouillon Stendard 1 (Merck).

Ca spsctre de substrate sssez rédduit offre des simiiitudss avec
calul da B.schlpgmalii, an particulisr, l'incapscitéd totsle de
métabolisar les mucres. Nous raprandrone ce point iors ds la
discussion sur la position taxonomiqus des cstts sspdcs.

1.5.2. Sourcss d'azots

L'ammonium, 1l’urés st l’asparagins pauvent servir ds scources
d'eszote mais ni la nitrite ni le nitrate. L'azotm moléculsire
n'eet pae f£ixé& an conditione microaérecphiles (1 & 02).

1,5.3, Utilieetion dee compoeés réduite du eoufre

Le thiceulfats paut 8trs utilisé comms Bourcs altsrnetive
d'élpctrons Bt d'énargie mails le croileeance est faible. Comme

pour les Hydrogenobacter, nous relevons la poesibilité d'une

croiesance mixolithoeutotrophe avec utilieetion eimultande de
l'hydrogéne et dn composés réduits du scufra. Ces points font
actunllemant l'objet dnm racharches dane notre leboretoire.

1.6, Ceractérietiques biochimiques

Lee nitratas pont réduite en nitritese Bene qu'il y ait formation
d‘azote gazeux. Une croiesance anséroble evec le nitrste comme

accepteur d‘'électrons n'es pas &té cbeervée.

L'activité ds ls ceteleme et de 1’'oxydase Bet faible mals
positive.

La croiesance eet inhibés par 1 % NsCl mais pes per 1 % giycina.
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La concentration minimale inhibitrice de_pénicllline G eset de
C.04 U/ml; & des concentrations plus &levéee, la croleeanca

intervient aprds un certain délal eulte & l‘inactivation de
l’antibilotigue A la chaleur (Schenk et Aragno 1979).

L’amidon et la casflne ne sont pae hydrolyede; 11 n'y a pas de
production d'indole dane un milieu riche en tryptophane.

Le croleeance n‘est pae inhibde par l’adjonction de 3 g/l de
borate; 8 4.5 g/l elle eet ralentie alors qu‘d 10 g/l elle est
complétement inhibée. B.echlegeliil et B.acidocaldariue ont une

geneibilité tout & fait comparable.

1.7. Enzymee de l’autotrophis

L'hydrogénaee eat localisde dane la fraction scluble, aucune
activitd n'eet ddcelsble dane ls fraction membrensire (Tableau
28}, Malgré cette localimation cytoplasmigue, aucune réduction du
NADH ou du NADPH a pu &tre mesurde. On a 1& un echéma inhabituel
pulque, clsssiquement, lee hydrogénases eolublee gont & mBma de
réduire les nucléotidee (Schneider et Schlegel 1977). Une
poeeible localieation périplasmigue eet eueceptible d'expliguer

cer réeultats.

L'hydrogédnaee eet inductible et ne peut 8tre détectde eur dee
cellules cultivdes en conditione hétérotrophee avec le butyrate
comme eource de cerbone.

La ribuleoee 1,5 blephosphate carboxylaese est active dane les
cellulee cultivées asutotrophiguement avec une activité de 0,36
U/ml indiguant la préeence d’un cycle de Calvin fonctionnel.



1.8, Lipidaa

Alore que 1la plupert dese Bacillup possddent de menidre
prédominante dee acldee gras ramifidés, on e mie en évidence chez
leg¢ thermcacidophiles deux autree types de lipides
qualitativement et guantitativement tréde importente: des
hopenoidee et des acidee grae w-alicycliguee (Derland et Brock
1971, Roéhmer et al. 1979, Hipchen et al. 1981}, Cee derniers ont
dgelement été détectds chez une bactérie corynéforme mégophile,
Curtobacterium pusillum (Suzukl et el. 1981) ol leur préeence

eemble corrélée & une réelstance au zinc (Ohye ot al. 198éa,b}.

Les hopanoidee et les acidee grae w-alicycligquee, génédralement
dees w-cyclohexane, eont efficaces pour condeneer lee membranes et
diminuer leur perméabilité (Kannenberg et al. 1984, Poralis et
al. 1%84). Leur préeance chez des organiemee thernoascidophiies
pour qul la problama de la perméesbilité membrenaire ee pose de
fagon cruciale est donc tout & feit intéreseente et de feit, @
l'axcaption de B.coequlans, on trouve l’'un ou/et l'autra de ces
lipidee chez toua lee Bacillue thermoacidophilee étudida (Hipchen
et al. 19681, Poralla at al., 1984},

Noue avone donc jugéd important d’enaslyeer lee lipidee des eouches
dtudidea afin de volr el cette radgle "générale" dtait auivie.

L’enalyee faite par le Prof. Poralle e donnd les rdeultate
auivants:

8 compoeante lipidigques solt: 2 pigmente (jaunfitres)}
2 pheepholipides,
phoephetidyléthenclenine
4 composente non identifiés

Donc, pas d hopenoides ni de equelénes.
L'’analyee dee acides grae est donnde dans le Tablesu 29. Il est &

relever gue le teneur en lipidee de cee orgenlemee eet feible,
environ 3 % contra 5 & 10 % en générel.



1.9. Corsctérisation génétiqus

. ow
- . t &

Le pourcentage gquanins + cytosinas dse sspt souches &tudiées est
compris entre 57.5 st 57.9 %.

Le Tsblaau 30 donna 1lss pourcentages d'hybridstion antre lss
souches,

1.10. Pogition tsxonomigque

Les dsndrogrammss ds la Figurs 22 montrsnt l'homogénéité du
groupe das bactéries &étudiéss. Nous pouvons donc considérar
qu‘elles appartisnnent 5 uns sauls st mB8ms espdca. Laurs
carsctéristiquas satisfont 4 1la descripticen du gonrs Bacillue
tallle qu‘slls 38t donnés par Claus st Barkelay (1985), c’sat &

dire bAtonnets & flsgsllation latérsls, aérobiss st formant una
sndospors par calluls.

La asul Bacillus sutotrophs valablement décrit juaqu’ici était
B.schlagaslii (Schank et Aragno 1979). Dans ls Tshlsau 31, rnous an
donnons les caractéristiquss principales avsc en regard celles
dss souchas T2 at T201l. Vu la forme &8 ses sporss 2t s8s optimums
de tampérature et de pH, nous avons égalsmant pris an
considération, dans cetta comparaison, B.acidocsldarius (Darland
at Brock 1971). Lss caractéristiquss d'autrsa Bacillusg
tharmoscidophilas, isolée da sources chaudes du Japon, y sont
égalament indiquéas (Uching at Dei 1967). Bisn qus la
caractérisation de ces dernisrs soit asssz réduite, 1l apparalt
assez nattemant gu’ils s’‘apparentent & RB.acidocaldarius.

L'originalité dss souchss T2 at T20l, miss an sxsrgus Par catts
comparaisoun, est corrcborée par leur faibls homologie ADN-ADN
avac lasg dsux espdces de Bacillus considérées:

T2 - B.schlagsldid 0%
T2 - B.acidocsldarius 17 %
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Une effinité avec d'sutres Baclilluas, tels que:
B.stesrothermophilue (Donk 1920), B.thsrmorubsr {(Gulccisrdl st
al. 1968, Aragozzinl et al. 1976), B.coagulans {Hammer 1915),

peut 8trs écartée sur la bhaee dee pourcentagee G + C, des
capecités lithotrophes et de ls possihilité d’utilieger das Eucrss
comme source de carhbone.

Sur la base de ces résultats, nocus avons propcaé la création

d‘une nouvells espice: Bacillue tuecise (Bonjour et Aragne 1984).

1.11. Dsecription de l'espéce

Bacillus tusciss sp.nov. tus.cis.s, L.gesn.n, ds Tuscila; lss

romsins désignailent psr Tuscla la région drltalis csntrals ol
vivaient les étrusques et ol a été isolé l'organieme étudié.

23tonnete, ©.8 x 4-5 um avec un flagelle latéral, endospores
subterminales, ovales, déformantee, 1.2 x 1.8 pm., Gram poeitif
dans lee cultures jeunes.

Colonise blanc-créme, crsysuses, e’'dtalsnt. En culturs liguids,
il se forme une pellicule blanchdtre. Un pigment jaune,
hydrosoluble avec un plc d’‘sheorption & 410 nm est produit dans
des cultures autotrophes denees.

Farole cellulaires de type Gram positif ssns protéines de
surface.

Formation de PHB.

Auxotrophs, Métabolisme de type respiratoire, uniguement avec
l’'oxygéne comme acceptsur d'électrone. Fae de crolesance
angérobie avec le nitrate, Nitrste rédult sn nitrite.
Chimiolithotrophe avec l'hydrogsns et les compoeds réduits du
goufra comms source d'élactrons st ls COa2 comms source de
carbons ou chimiohétérotrophe,

Quelguss composés orgeniguss psuvent ssrvir de scurce ds
carhone. Les sucres ns oont pas métsholisés. L ammonlum, l’uréa
et l'separsgine psuvsnt servir de sourcee d'azote. L'szote
moléculaire n‘est pse fixé sn conditions microsérophlles.
L'hydrogénase sst inductiblse, soluble; les pyridinss
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nucléotidae ne sont pae réduite. Le COa aet fixé par le cycle
de Calvin. oL . T ol

Oxydzee poeitive, catalaee faiblement poeitive. L’amidon n'aet
pee hydrolyeé. Pee de croleeance en préeence de 1 & NeCl. ‘
Croleeence poeeible en préeence de 1 % glycine. Inhibition de
la croigeence par la pénicilline {(0.04 U/ml).

Température optimale, environ 55°C; pee de crolesance & 35°C et
65°C., pH optimal: 4.2 & 4.8; feible croieeance & pH 3.5 et 6.0.
Pourcentega G + C : 57-58 %

Isolée de mares acidae de le solfetere de Sen Federigo
{province de Groeeseto, Italie).

Souche type: La eouche T2 a &té choiele comme eouche type (DSM
2912). Le deecription de la eouche est la mé&me que cglle de
l‘eepdce avec lee additione euivantes: croieeance en conditions
hétérotrophaes aver acétate, butyrata, a-cétoglutarate, melete,
malonate, oxaloacétete, succinate, L-~glutamete, ieoleucine,
veline, butenol, éthanol, phénol et propenol. Pourcentazge G +
C: 57.7 % (Bonjour et Aragno 1984).

2. Bacillue echlegelii

En 1977, Aragno (1978) isclait du eédiment du Loclet (petit lac
holomictique préde de¢ Seint-Blaiwe, Neuch&tel, CH) une
hydrogénobactérie sporulente, eutotrophe. Cette bectérie étudide
per Schenk at Rragno {(1979) e 6té décrite eous le nom de Becillue
echlegelil. Ses caractérietiguer principelee sont lee eulvantee:

- Bactérie eporulente & Grem variable, 0.6 x 2.5-5 um (photo 14)
- Sporee rondes, déformantee, terminalee, 0,.8-1 pm de diamétra
-~ Chimiolithotrophe utilisant l'hydrogdne comme eource 4°é&nergle

et d'électrone ou chimiohétérotrophe eur un nombre limité de
eubetrate orgeniguee.
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- Température optimale: = 70°C

- Pourcentage G + C: 67-68 %

Il s'agit done d'une bectérie thermophile et ceia maigré eon
origine.

Différente eseeis ont permis de constater gque B.achlegelii
pouveit &tre répétitivement iegclé de sédimente de lac (couche
oxydée). Il a également pu &tre ilpolé de la glace de la zone
frontele d'un glacier (Steingletecher, canton de Berne, CH), male
egt abeent dana les ecls ou lee eédimente marine (Bonjour et al.
19871},

Dde lora ee pose avec acuité le probldme de 1l’'écologie de cette
bactérie; deux hypothéees peuvent &tre envisagées:

1) Origine autochtone
En dépit des feibles températuree dee eédiments lacustres,
B.,echlecgelii pourreit 'y développer méme ei, en laboratoire
(et donc en milieu eynthétique), il n’y a pas de crolesence en
degeoue de 37'C.

2) Drigine alicchtone
B.schiegelii pourreit ne se trouver dens ces milieux froids
que eoue forme de eporee, lee cellulee végétativee ee
développant dane des milieux plus favorablee (températures
plue élevéee). Le transport ee ferait par voie aérienne, les
gporee g‘accumulant elors dane les milieux dont lee conditione
phyeicochimiquee favorisent la eurvie.

Lee expériences ci-desesous ont pour but de trancher entre ces
deux hypothéses.
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2.1. Jaolement de B.echlesgelii de milisux élbuaee tompérature

B.achlegelii e été initielement iascié de sédimente du Loclat. Des
prélévements effectuéa dans G'eutres lace ou dsns des riviérea
ont montré gque dans ce type d'environnsment, il étsit
générslement poasible d‘laeoler cstte bectéris,

Il n'eat psr contre pas poeelbla &’lecler cet orgenieme & pertir
de soles cultivés ou forestiers ou de eédiments merins (Borgne
1982).

Dee aouches de B.echlegelil ont pu 8tre ileocléee & partir de glecs
prélevées dans le langue du glacler &e Steingletacher (Berne). Un
kg d'échantillon de glacs a été fondu pule filtré eur membrane de
celluloae (Millipore, C.45 um). Les membranee sont utilicées
comme inoculum pour dea cultures d’'snrichissement effectuées sn
milieu liquide, en conditione sutotrophes & 65°C. 3 dea 5
échantillone prélevés ont permia le croleesnce de B.echlegelii.

o

Des tentativee d’isgclement cnt égelement été faltee & partir de
l’air. Noua avone uitiligé une trappe & pollen (Burkard.
Rickmansworth, GB); lee pouseldres, apores, graine de pollen aont
collectés sur une bande plastifiée recouverts de vassline. Lae
particules trappdes sur chaquse bande correspondent & = 300 m?
d'air. Lee bendes sont migee sn culture dans lges m@mes conditions
qua cl-degsue. L’une d’alle a8 donnd une crolesance pcaltive et

permis d‘isoler la scuche R2Z {Tablemu 32 et photo 14).

=

2.2, Incubation de efdiment lacuptre & basss température

De nombreux eesals de culture & beaes température ont été
effectudés sn laboratoire dane des milisux synthétiques. Quelles
gue solent la durde et les conditione d'incubaticn, aucune
croleesance n'étalt posaible en dsaacus des 40°C (Borgna 1982}.



il était cependant loisible de suppoeer que, dana eon
environnemant *"nsturel®, B,echlegelii sit drautras optims de
croiesance (bilen qu'd notre connaiesance, aucune situstion de ce
genre n'‘ait été rapportée).

Pour étudier cette possibilité, nous svons tentd de suivre
l'évolution de la population ds B.schlegelii dans du sédiment
incubé § basse températurs. Nous avone utilieé 5 1 de eédiment,
provenant du Loclat, prélevé dsne la couche superficielle, Dans
ce sédiment, nous savions trouver cette bactérie pulsque c‘est de
14 que la souche a été originellemant iacléa (Aragnc 1978) et que
les nombreusea expériences d'enrichieeement effectuées
ultérieurement ont toujours 6té poaitives. Ce aeédiment a été
soigneusnement homogénéieé puls dépoeé, en couchs de 10 cm, dans
des cylindree en plastique et recouvert d‘une hauteur d4’eau
égale, Lee cylindree sont alore incubés & 8°C pendant huit moia.
Ls température d'incubation B été choisle sn fonction des relevés
de température effectués dans le Loclat (Aragno 1981). Au cours
deg premlers mois, le nombre de cellules viables (MEN} diminue
lentemsnt puie i1 tend & se stsbiliser. Aucun signe de croissance

n’'a été détecté,

2,3, laplemente 4 partir de milieux gécthermaux

Parmi lss scuchss isclése dea milisux géohermaux décrite dans le
chapitre IV, certaines posséddaient des apores rondee terminsles.
Ellee aont indiquées dans le Tableau 32.

La souche T2-11 (italie} a &été isolée de la boue d‘uns petite
mare de ls sclfatare de San Federigo dont le niveau éteit trda
variable. Cetts mare semblait ean liaison avac un "soufflard"
contigil. Son niveau d'esu était meximel quand le aocufflard dtait
en activité; quand celle-ci diminuait, le mare e‘aasséchait
rapidement. L’échantillon a &té prélevé une fole la mare vidés.

Le aouche G3 (Ielande) a &té iamolée d’'un petit ruisssau alcalin
(pH 9.4). La température su lieu d’'déchantillcnage &tait de 535°'C.
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Lee souchss Hela etiHeSbé[IslandB} provia?nant de cendres
wE Pl k ht ki3 TP
volcanigques, percouruee psr dss fumarclles, prélevées su sommet

de L'Eldfsll, volcen spparu en 1973.

Cee quatres aouches, ainei que le soucha R2, ont €té
carsctériséess plus en détail.

2.3.1. Carectérisstion phéno et génotypigue

Lee testes ont &té choisis de fsgon & permettrs une compsrsiscn
svec Becillue schlegelii, souche typa (DSM 2000); ils ns
constituent pas une caractérisation esxhsustive.

Ls liste des substsnces csrbondes utilisables comme securce de
carbone et d'énergie ast donnéa dans la Tableeu 33 avec d'autres
carsctéristiquee phénotypigques et les pourcentege G + C.

Les substances suivantes n’‘ont pes permis ls croissance:
arabinose, cellobiosa, fructoee, msltose, rhsmnoee, sacchsrose,
sorbose, tréhslose, xylose, bheanzoste, citrete, formiste, D
gluconste, melonate, messconste, D(-) L{+) et mésotsrtretes, L-
srginine, D-sspartste, glycine, L-tryptophsna, L-vsline, butsnol,
éthenol, glycérel, méthangl, msnnitol.

Le Tablesyu 34 donne las résultets des hybridetions ADN-ADN.

Toutes les souches isglées partsgent de nombrsux ceractaraec
phénotypiques. Par silleura, les homologiess ADN-ADN éievéas

{> B0 %) montrent cleirement gqu‘elles doivent appsrtenir & une
saule et réme espdcea, voir sussi les dendrogrsmmes ds 18 Figure
23,

Indépendarmment de leur origine, toutes les souches sppertiannent

donc 8 l'aespécs Bacillus schlegelii.
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B) DISCUSSION

1. "Ecologie" de Becillue tusciae

Les eouchee da Baclllue tuaclas ont &té6 isgléee de milisux
modérément chaude, moine de 60'C, et ecides. Cee deux paramdtree

montrant par ailleurs d‘'importentes vsrietions conefcutivee 4 dss
modifications du nivesu d'eau. Cee milieux sont en gutre pauvres

en matidre orgsnigue (voir chapitre IV},

Dene de tels anvironnemente, la eurvis passe par un métabolisms
eutotrophe ce gui eet bien le cas des organiemee ieclés.

L'existence da formes de résistsnca permet en plus 3 cas
bactériee de survivre guend lee c¢onditione deviennent par trop
défavorablee: températuree e’abaieeant eu-desecue de 40°C ou pH
descendent plue bas gue 3.

Dane ces milieux, les Hydrogengbecter sont bisn entendu
incepablee de ee développer et leur sbssnca n'a rien d’'dtonnant;
tout au plue surione-noue pu nous attendre & isolar plue
d'organiemee du type Bacillue maie 1&, une fois da plue, la
presaion eflective trdas forte expligue peut-Etrs gque eeul un
nombre minimel d-eepdces puiesent s’adepter; n'oublione pess ncn
plue gque lee conditicne d’enrichiseement amplifient encore cette

preseion.

De fait, les caractérietiquee de B.tuecize (tharmophilie,
acidophilie, poeeibilité ds eporuler) traduiegent une edaptation

optimale & ce type d'environnemsnt.

Tcutee les tentetives d'ieclement de catte bectérie danse d'autree
milieux e eont révélides négatives. C'est le cee p.ax. pour tcue
lag ieolements tantée & pertir de milieux froids.

Par cee eeeals, nous avone tenté de savoir el les sporee de ce
Becillus étaisnt eueceptihlee 4'dtre trsnsportéee eur de grandes
dietancee pour g’accumuler dens dee milieux favorablee é leur
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coneervation. Lee réaultﬁts négetife obtenge ne nous permettent
certee pea d'écarter définitivamsnt cette hypothéee, male i1 faut
cspendent supposer gue ce treneport ne doit 8trs ni intense ni
fréqguent puiegue toutes les tentativee dfieclement dane css
milieux froids se sont eoldéee par des é&chacs.

2. "BEcologie” de Beclllusg echlegelil

Becillue echlegelil ee trouve dene trole types d’environnementas:

- Environnemente avec dea températuree bacees et conetentes et
une humidité permanente tele que les eédiments lecustres et lee
gleciers.

- Alr

- Environnements géothermeux et wvolcaniques avec peut-&tre une
préférence pour les milieux aux conditionse phyeicochimiques peu
atebles (cendree dene dee zones de fumercllee, maree au niveeu
variable) qui demende & &tre vérifide.

Sur la bese de cee données, noue pouvone raieonnablement postuler
gue B.pchlegelii & 1'écologle asuivante:

Croleeence et multiplication ont lieu dane des environnemente
cheude tele que lee aires géothermsles et volcanigquee. Cela
correepond & ees propriétée phyelologiquee déterminéee an
laboretoire, eoilt eurtout: thermophilie et utilieation
préférentielle de l'hydrogéne comme eource d'énergie et
drélectrons.

La possibilité de sporuler permet 4 la bactérie de réeieter aux
varietione de tempéreture coneécutivee eesentiellement & des
variatione du niveau d'eau. Les eporse permettent le diepereion
de l'espéce sur de longues distances.
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‘isolement de le scuche R2Z & pertir de l'air suggére gue le
trznaport se feit par anémochorie. Lee eporee ainsel traneportées
vont 8tre dépoedes 2u haeerd. $1 ellee tombent dane un milieu
egaurant leur eurvie, elles vont &'y accumuler. Les conditione
idéalee de coneervation dee eporee eemblent &tre une humidité
conetante et une température baeee et steble. Les sole, expoeée &
da trop fréguentee variatione de cee deux paramdtree, ne
permettent pee, & long terme, la conservation dee Bpores.

La dieperesion dee eporee supprime les coneéquencee de 1’ieolement
géographique dee différente habitate. Nous evons vu (chapitre VB)
gque l’leclement gdographigue pouvalt evoir 4'importantes
réparcuesions sur la epéciation bactérienne et entrainer daa
divergencee génotypiquee entre dee organismes par ailleure
totelement indiecernebles. Lee hautees homologlee ADN-ADN obtenues
entre lee différentee souchee de B.echlegelii étudides icl
morntrent clairement gue ce phénoméne de spéciation géographigua
n':ntervient pae si lee bactéries diepceent d'un moyen de

dispareion.

3. Rualgues ramarguae aur la tharmophllie des Bacilluse

Nous avene, au début de ce chapitre, suggéré l'hypothdee de
l‘exietence de deux groupee distincts de Bacillue thermophilee:

- La groupe dae "copportunistee® regroupant p.ex:
B.etearcthermcphilue, B.ljicheniformie, B.coaqulaneg (groupe 1).

- Le groupe dee "thermophlles vreie" avec p.ex: B.echlegalii,
B.tueciee, B.acidocaldarius (groupe 2}.

Les réeultete obtenus dens ¢e chepitre noue permettent de
présenter guelquee arguments éteyant cette hypothdee, lee feite
les plus intéreeeante étent eurtout d’ordre é&cologique.



Le Tableau 35 donne le domains da tampérature parmattant la

!Ht-{'l-p‘ r

crolseance de guelguaee Bucillus tharmophilss

Nous conetatone gue lee Bacillue du 2*m+ groupe ee développent &
des températures supéricures & 50'C, valeurs rerament atteintes
dane les eole tempérée maie typlquee des zonee géothermelesa.
D'autre pert, 1l e‘agit d‘organismes sténothermes, incapebles de

oo développer & température ambiante.

Les Bacillue du 1+r groupe se développent par contre généralement

4 des températuree inférieures-§ 50°C, tampéretures pouvant étre
atteintee dane des sols cheufféas par le ecledil; de plue, leur

caractire eurythermal traduit une adeptation & un milieu expoeé &
de grendes variatione de tempéreture. B.eteerothermophilus

présente dee caractérietigues intermédieires, 1l serait par
conséquent intéressant d’'eseeyer de l‘leclar d‘siree
gécthermelea.

Lee Bacillug du groupe des "opportunietee” eont frégquemment
ls0lés de sols des régilons tempéréee oll, nous l'avone vu, les
conditione de température leur aont tout 4 fait favorables. Les
Bacillug du deuxiéms groupe ne asont par contre jamais ilaolés de
tels milieux. Les écarte importantas de température brisant
probablement le dormance des eporee Bans pour autant atteindre
des valeurs permettant une vie végétative. Dans ces conditions,
il n'y a8 donc ni eurvie ni développement poseiblee. On isolers
plutdt ces organiemes de milieux ol lee températures aont beasses
ot constantee et l'humidité é&levées, conditione aseurant la
viabilité dee spérea eur de lonques périodes, ou alore dane des

milieux & hautes températures.



On peut e’'interroger eur la phylogénie de ces deux groupee de
Bacillueg., Nous avone jusgqu’ici coneidéré ls thermephilie comme un
caractdre primitif, témoin d'une évolution gqui aurait débuté &
hauta température. Dane le cas dae Becillus "opportunietess”, il
perait plue probeble gu‘il s‘agisee d’une adeptation eecondaire;
edeptation qui leur eurait psrmie de tirer parti dee &lévetions
trenaitoirsa de température fréguentes dans leur habitst neturel.
Ceci expliguereit le euccde des axpériencee de thermoadaptetion
réeliedee avec cee eepdcee-lal

Noue eommes consclente que cette hypothdee mangue encore
d'srgumente pour 8trs crédible, mais nous eepérons gque ces
quelgues élémenta de réflexion cuvriront ls porte & de nouvelles
recherches.
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V1I CONCLUSIONS

LEERER R B & &S N

" Regarde avec un ceil, regerde avec l’autre pule vole svec

lee deux yeux".
N. Mailer (1983)

Un des attraite principal des organiemee thermophilse east leur
adéquation aux proceesue bictechnologiques.

En effat, de nombreuses réscticne 4’'importsnce blotechnologlique
ont dee rendemente plue élevée & haute température. Une élévation
de le température entreinre une augmentation du teux de diffueion
ot de la eolubilité de la plupart Gee compoede non gazeux; elle
diminue la viecoelté et la teneion euperficielle de l’esu ce qui
a générelement un effet poeitif eur la catalyse enzymatique.
Autre avantsge non négligesble, lee rieguee de contaminaticn eont
moine grande qu’en conditione méesophiles.

Le réelisation dee fermenteticone microblennes & heute température
prégente susel des evantagee., Lee activitée métaboligues

engendre une production de chaleur et le refroidieeement des
cuvee de réaction coneomme beaucoup d’énergie. Lee fermentatione
thermophilee nae nécessitant pas un refroldiegsement aupel
intenalf, 11 y a gain d’édnergle (Brock 1986).

Le potentiel bicotechneologique dee organiemes thermophilee ou-dae
enzymee thermoetables qui en eont extraite egt donc coneéquent et
e déjé trouvé de nombreuees applicatione: production d’éthencl,
digestion aneéroble thermophile dea déchete, “lesching” microbien
pour ne citer que quelguee exemples.
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Denes un premier temps, l‘intédré&t s’‘est sutout portéd sur
l/utilieation de mutante thermophilee. Aseaz repidement
cependant, les chercheurs se sont intéressés eux orgesniemes
ieolée d'environnemente gdothermsux ou volceniques. §i
l'utiliestion industrielle dee orgenismes isolés dens de tels
environnemente n'est pee toujours imméddiete, leur étude souldve
per contre de peeeionnentes quaetione théoriquee: quelle est
l'origine de cee organiemee, laur poeition texonomique, gquellse
sont lee ceractéristiques bicchimiguee sous-tendant leur
thermophilie ete.?

Une dee retombéee les plue specteculsiree de cee inveetigetions &
été la découverte d‘un trolsiédme régne, celui des Archéobactéries
{Woeee ot Fox 1977, Woeee ot al, 1978}, Parmi lee bactériee
thermophiles isoléee, une mejorité eppartient en effet 3 ce
régne, epécislement el les isclements ea font dens l'extrémité
eupérieure de la gamme de tampéreture.

Autre élément ayant etimuléd l’étude de ls vie & haute
tampérature, la découverte des environnements hydrothermsux soue-
merine (treveux de Bercse et Stetter, principslement). Noue &vone
dé4jd relevd le renouvesu apportd sux théoriee dvolutivee sulte &
cette découverte, en fgit c¢’eet tout un chemp d’'iddes nouvelles
ot &rapplications inddites gqul eont impligués par ls miee en
évidence de ce nouvesu type &a biotopee.

Ainsi, siguillonnéde par le double intérét de ls recherchs
eppliguée et fondementale, l'investigetion des milieux & hsute
température est sctuellement extrémement intensive. Par
consdguent, 11 vy a8 eu multiplicetion des descriptions
d'orgeniemes thermophiles ou de processus biotechnelogiques se
déroulent & haute tempérsture. Pourtent, malgré cet engouement,
peu de questions fondamenteles ont regu une ré&ponee. Alnei,
lrécologle, le biochimie et 1’éveolution dee organiemes

thermophiles restent-ile encore bien mystérieux.
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§r11 en est ainai, c agt peut-Btra parca que lee recherches
antreprisges esont eouvant trop "pointuaa"'at qu‘il eat encore
trop tdt pour pouvolr feire une synthdee des multiples
rangelgnemente glenéa.

Tenent compta de cela, nous noue sommag efforcée, dane ca
travail, de privilégier une approche plus globsle.

Notre sujet, définl dene l'introduction, étalt l/'étude dee .
hydrogénobectériee leoléee de milieux géothermaux. Pour rester
fidéle & catte optique "large® de départ, nous avone &tudié
eimultenémant plueieurs types différents d'hydrogénobactérise
thermophiles; de plue, noue avone inclue dane cette étude une
deacription aueel ddtalllée que poeelble des habitate de cee

bectéries.

Un tel élergiesament de notre champ d'investigation noue a
contreint & ne traiter plusieurs problémee que d'une fagon
euperficielle. Nous estimone cependant qu‘une telle démercha e la
mérite de soulever les "vreis” problémes. I} eet toujours temps
d’eppronfondir caette spproche dans une eaconde &tape.

Les principeux réeultete de cette &tude peuvent Btre sommalirement
résumés comma suit:

Lag milieux géothermeux spparaiesent comme deg environnemente
originaux dont de nombreueee ceractérietiques, outre leur
températura, ont des xépercussions eur la physiclagle des
bactériee quil y vivent. Dene de tele milieux, vu la pauvreté en
matidre organique, lee producteure primeiree sont des bactéries
lithoeutotrophea. Etant donné leur sbondence, l‘hydrogéne et les
compoBérs réduite du soufre conetituent de bonnee scurces
d*'é&lectrone et d'énergle. L'hétérotrophie et, conségquemment, la
mixotrophie y apparaiesent comme des métaboliemee de moindre
importence.
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De cee milieux, nous evone pu iscler deux typee
d'hydrogénobectéries thermophiles (ei noue n’éecrivone pss
"geulement®, c’'eet parce gue noue considérons gque la liete est
loin A'Etre cloeel).

Tout d’ebord, lee organilemes appartenant au genre
Hydrogenpbacter. Ce eont les premiere hydrogénotrophas

obligstoiree décrits; ile préeentent en outre la possibilité,
écologiquement trée intdressante, de pouvoir utilieer
conjointement 1l'hydrogdne et lee compeede réduits du soufre.
Autres originalitée: ls fixetion du CO=z: par un mécanieme
différant du cycle de Calvin et leur hétérogénéité génotypigue
lige (peut-8Btre) & un mécanieme de epéciation géographigue. La
pusltion de ce genre est intriguante et eon dlucidation fait
actuellement l‘objet da raecherches menédes en collabeoration avec
le Prof. Stackebrandt.

Autre type d'hydrogénobectéries thermophilee ieold, les Baclllum
hydrogénotrophes. On lee isole de milieux ol lee conditione de
température et d'humiditéd gont varisbles et donc l‘existence de
formee de rémistence indimpensable & le eurvie. Noue svone mie an
évidence gue, dana certaine cae, lee epores de cee bactériee
peuvent &tre dleperafes aur de longues dletancers. Ce phénoméne
expligue l'ieolement d’'organiemee thermophiles eporulants de
milieux "froide". Remarquone gque lee eeule Baclllue autotrophee
valablement décrite sont des thermophilea,

Comme de bien entendu, les résultats obtenus ont soulevés plum de
gqueetlone gqu’‘ile n‘ont apporté de réponees. A notre avie, lee
Polnte suivante doivent &tre prioritairement élucidéa:

- Importance relative des deux types de lithotrophie chez lasm
Hydrogengbacter, solt: utilieation de 1l'hydrogéne et den

composée réduits du eoufre.

Pour cela, noue propoecne da réaliser dese enrichieesements en
conditiona lithotrophes avec le thicsulfate comme seource
d‘édnergle et d'électrona, pule, eur les oxgenlemes



sulfooxydanta ainei ieolés, de teater la poaaibilité d’une
croissance hyd:agé;;trcphe Il est égalamsnt poeaible
d'envissger dea enrichlseemente ot les dasux ecurcea d’'énergile
et d'é&lectrons sont présentee, soit séguentiellement, eoit
eimultanément. Dane ce contexte, 1l conviendreit de raprendre
lee oecegie de quantificetion des hydrogénobactériee des milieux
géothermaux en conditiona mixolithotrophes.

Explication de l‘sutotrophie obligatoira de ce genre et
tantatives d'isolement de souches facultativemsnt sutotrophees,
de type Hydrogenobacter, eimillasires & MF3,.

A notre Bavis, lee deux guestions sont lides et c’est la
comparaison entre autotrophes focultatifs et obligatoires
appartenant 4 une méme espdce qui noues permettra le plus
facilement de comprendre les causes de 1‘sutotrophie
obligatoire. Nous avone dé&jd, su point 1.6 du chapitre VE,
propo8é quelques méthodes d’enrichissement dfautaotrophes
facultetife; il conviendrait snsuite d'sffactuar upne écrude
enzymatique détaillée dee souches iwvocléme en se penchant plue
gpéclelement sur l'activité st la régulation de l'a~-
cétoglutarate déshydrogénaze.

Recherche de carasctéree phénotypiquee permettant de dietinguer
lea différentes esepaéces dont la définition n'est actuellement
baeée que esur des divergences génotypiques.

Une apécietion basés sur dee critdres d'homologies ADN-ADN
représente une situastion insatisfaissnte tant eur le plan
formel gue pratique. Deg différencee entre leg diversss espices
pourraient p.ex. &trs recherchées au niveau du spectre de
proteines, de la compesition en lipidas, de la présence
d'antigdnes epécifiquee stc.

Mécaniamee da epéciation intervenant dans lee environnements
géothermaux,
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Pour vérifier notre hypothdee d'une epéciletion gdographique, 1l
eet néceseeire d'ileoler dee Hydrogenobecter d‘gutrea régione du
monde, p.ex. de Nouvelle Zélande ou dee Etete-Unie (Yellow
Stone}. Une telle recherche implique une colliaboretion entre

-

chercheure de fegon & pouvolr obtenir dee échantillone 6ans
gtre contreint d’aller lea récolter aur plece, Deane un deuxiéme
tempe, cette problémetique devreit &tre étendue & d’eutres
genree de hectériee ieolée d'environnemente géographiguement

dietenta, en commengant peut-8tre per les Thernmus.

Poeition texonomique du genre Hydrogenobacter.

Noue l’avone dit, ce probléme feit actuellement l‘obJet d’une
colleboretion entre notre leboretolre et celul du Prof.”
Steckebrendt. Pu réeultet dee anelyeee d’'ARN 165 ddpendront lee
recherchee complémenteiree & entreprendre.

Recherche de nouvellee hydrogénobectériee n’appertenant ni eu
genre Hydrogenobecter, ni eu genre Becillus.

De tellee bactériee exletent peut-8tre, male lee conditione
d’enrichieeement devront peut-&tre modifidee pour pouvoir les
ieoler, I1 conviendrait en tout premier lieu de réduire la
preesion partielle d‘oxyg2ne 4 lequelle lee organiamee esont
soumie lores des enrichissemente et dea cultures eubedéguentesa.

Etude "in eitu” de le population bectérienne dee milieux
étudiéde,

Dene une premidre &tape, une obeervetion eu microecope
d'échentillione d'eeu aeralt intéreesente. Ultérieurement 11
earalt gouheiteble de mettre incuber dee lemee &n verre
directement deane lee eeux &tudides pule de les obheerver en
contreste de phaee.
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Divers pointe leieeée en euspens dane ce travall devraient

.., "'_3*5

Ty
également 8tre réeolus:

- Localieation de l'hydrogénaee de Bacillue tuecias.

Noua evone euggéré une localieation péripleemique de cet enzyme
{chepitre VIA, point 1.7}. Il conviendrait de vérifier cette
hypothéee en meaurant llactivité de 1'hydrogénase dane des
protoplastee,

- Etude du pigment hydroeoluble jaune produit par Becillug

tueciae.

- Tolérance au borate dee organlamee thermophiles, volr chapitre
VA, point 11.2.

Noua eapérone vivement que cee guelquesa euggeetions, le liete set
loin d‘8tre exheuetive, pourront 8tre utilee & toue ceux qui
déeirerelent poureuivre dee recherchee plue avant dans cette

voiea,.
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Annexe :

tableaux 1 - 35



Tableaux 1 & 9

Caractérisatien physicochimique des sites de prélévement
de la région de Larderello (principalement, solfatare de

San Federigo).

La position des sites é&tudiés (No 1 & 11) est repérée sur
la Figure 4 et les photos 2 a 9.
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Ligenda du Tebleau 2

I1I
v

nd

tr

a

a

g, P
cf Tableau 1
Ialande
Japon eaux thermales
Mammoth, Yellowstone

Utah

Rividre Glomma, Norvége
aaux froides
Misasiasipi, Louisiane

I''aprés Castenholz (1969)

Hon déterminé

Trace



TABLEAU 3

Dosage minéralogique gualitetif

11

pyrite
quartz
muscovite
phengite
gyp3e
fluorapatite
zoiate
microcline

TABLEAU 4

Quantification en % des minéraux

11

quartz
Pyrite
phyllosilicates

non doaé

47
14
16
23

33

13
46

46
24
19
1"

65

29

29
0.5

48,5
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TABLEAU 7

Concentretion an hydrogéne et oxygéne dissous mesurée

dans des eaux géothermales

| 9 5 8 b
02 dissous 2.2 1.0
{mg/1)
H2 dissous 0.2 50 0,2 0.86
9#1/1)
TABLZAU 8

Teux constent d'activitéd de consommation d'hydrogéne dens des
egux gdothermeles incubdes & 60°C, evec ou sens oxygeéne (#1H2/h)

] 9 5 o b
avee 02 1.9 9.7  5.4% 16.25%
sens 02 11,5 1.7

g2°c, pH 7 d'aprés Schink
40°C, pH 2.5 et el. (1983)

e : Weshburn Pool B (Yellowstone)
b : Lemonsade FPool (Yellywstone)
* ; Hydrogénese (#1 H2/h)



TABLEAU 9

Estimetion du nembre de germes (MPN) et de le teneur en ATP

1 2 3 4 5
1.1 1.1 N 75¢C 250 ?
1.2 1.2 N 75°C 25000 21.5
1.3 1.3 N 15°C 95000 19.2
2 2 A 75°C 0 126.7
3 3.1 (eau) A 75°C 0 ?
3.2 (sédiment) A T75¢°C 2500 nd

4 4.1 A 75°C 250 25.5
4,2 N 75°C 250

5 5.1 {eeu) A 15¢C 0 0.6
5.2 {sédiment) A 15°¢C 0 nd

6 6.1 A 175°C 40
6.2 N 75°C 40

1 7 A 55°C 2500 439.7

8 8 A 55°C 250 150

9a 9.1 A 75°C 0 5
9.2 N 75°C 0

gb 9.3 A 55°C 450000 24 .1
9.4 N §5°¢ 2000

10 10.1 £ 75°C 0 3.2
10.2 N 75°C 0

11 11.1 (eeu) A §55°C 1500 B6.7
11.2 {sédiment) A 55°C 9500

: numéro du eite
2 : numéro ds 1'échantillon. Sans précision, il s'sgit
d'un mélenge d'esu et de addiment
conditions de culture N : milisu mindrel de bese pH 7
A : milieu minérsl de bese pH 3.5

pe
.

4 1 MPN/100 ml (mg)

concentration en ATP {ng/ml -mg-)
nd : non datecté

? : valeur sberrante

\wn
.



TABL=ZAU 10

fnrichissements et isolements sffectuds dens la zone géothermals

de Lerderello

1 b c d

1.4 98,17 6 T3

1.2 54 7 +

1.3 70,2 6,2-6,5 T4

1.4 63,3 6,2-6,5 T5

1.5 60,7 6,2-6,5 -

2 69,7 2,8 - -

3 64,2 2,8 -

4 76,4 5,6 P4

5 82,2 3,4 -

6 98 4,5 -

7 61 2,8 -

a 37,3 2,1 -

e 93,3 6,3 F9

9b 55-60 4,5 +

10 86 6 -

1M 42 2-2,5 T2

25 3,5 T22

T22b

"Qr 92 7,01 P10

12 44,5 6,5-6,7 -

13 43,5 6,5-6,7 T2

14 710 7 ™4

16 85~90 ) -

17 60-70 S 71

18 45 5,5 T181

20 25 5,5 T201%
T201b
T202
T202b

21 45 4 T21

T21p

o o o o

: numéro de l'échentillon

t température (°C)Iau moment de

: pH J114chentillonnege
: présence d'hydrogénobectéries,

éventuellement code de le souche
isclées; le symb8le "b" ajouté
aprés le nom de code signifie gue
1'&chantillon a &t8 pasteurisé
avent d'adtre mia en culture

201 enrichissement en

201b]

202 } enrichissement en
202bJ milieu acide

milieu neutre



TABLEAU 11

i

-
z -

Llste dee souches isclédse sllleurs gqu'd "Lerderello"

Site Temp pH Souchse ieolés
Stufs de Nerone(1) 50°C neutre 061
Agnano(1) s0°C neutre 081+
Agnano 50¢°C neutre 091#
Agnano 60°C neutre 102
Agnano 50°C neutre 119#
Agneno s0°cC neutre 121+
Vesuve(2) ? 5-6 144
Etne(2) ? ? MF3
Geysir(3) 55°C 9,4 G3
Lec Myvetn({3) 65°C 5.5 My4
Helmesy(3) ? ? He3
Klepp jernereykir(3} 80°C 8,8 Re3
Krisuvik(3) 50°¢C 6,6 Ké
Hveragerdhi(3) 100°C 8,4 E3
15°C 8,9 E8
66,5°C 1,9 E9n
64 °C 5,5 E11

* : gouches perdues ultérieurement

(1) Flg. 6
(2) Fig. 1
(3) Pig. 7



TABLEAU 12

Origine et % G + C des souches d'Hydrogenobacter &tudides

Souche Site de prélévement % G+ C

™4 14 40.3%

5 1.1 39.9

T4 1.3 40.1

F9 98 -39.9

F10 Q 39.8

F4 4 39.0

T13 13 37.8

MF3 Etns 8.6

j 5] 1.4 37.8

T171 11 38.1

T18% 18 37.7

T191 19 8.4

102 Agnseno 38.1

HvH27 Hveragerdi-Hengill et 31.6

H-1 Borgerfjordur, Islsnde 38.5 38.6%
TH-6 Mine, Izu, Jepon 38.3% 43.71%
TK-H Kan-nawa, Kyshu, Japon 38.0  43.7*
TK-G Yufuin, Kyuehu, Jepon 38.4 43.9*
Z~829 Uzon gayser, Kamtchatks, URSS 37.9 39-41%
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TABLEAU 15

13
ESREN]

Eagels de crolesancs de souchss d'Hydroganobactsar, sn conditions

H2-lithotrophss, sur milisu minéral sclidifié avec galrite

Concentration sn Concsntration an Allure du Crolssancs
gelrite {(g/1) cation (g/1) gel

8 - trds mou +

8 tg Cacl, trés mou +

10 2g Caclj trds mou +

8 0.4g MgS04.TH20 solids -

12 0.4g Mgs04.TH20 aplide -
TABLEAU 16

Températures cardinales da crolssancs (°C) de socuchas A'Hydrogeano-

bacter détarminéss an conditions H2-lithotrophes avec un incube-

teur & gradient de tampérature

Tamp. min. Temp. opt. Tsmp. mex.
P10 52 15 a6
TX-6 45 70-75# 80»
2-829 50 T0% 80
H-1 50 74-T6* a2z«
™71 50 70 80




TABLEAU 17

Tolérance su borete des Hydrogengbetter

DO Iinales obtenues, en fonction de la conceuntration en borate
dans le milieu {résultats normalisés).

Borats (g/1) | A.sutropbus H-I TH-GC Z-829 T3 TI71
a 1 1 4 1 1 1

3 0.024 0,62 0.82 1 1 a.79

5 . - 0.16 ©0.56 0.68 0.16 0.63

10 - . 0.01 0.02 0.06 0.013 0.08

TASLEAU 18

Résumé des caractéristiques de c¢roissance de la souche T3
cultivées en conditions lithotrophes

Sourcsa{a) d'énergie teux de activité remarques

st d'électrona croiasance  hydrogénase

H2 0.3 1.85 0/mg

Thiocszulfate ? 0 ¢roissance non sxponen-

tielle, accumulation

traneitoirs de soufre.

H2 + Thio. 0.67 1.7 U/mg courbe biphasique,

0.3 valeursa d°/’ avent at
apréda épuisemant du
thiosulfate




TABL=AU 19

Activitd da ithydrogénass a 50°C (U/mg) deséﬁydroganobacter
cultivés en conditions H2-1lithotrophas

Souche activité Hase
™ 0.53
™3 0.98
T 0.98
T181 0.79
MF3 0.96
T4 0.61
T191 0.66

TABLEAU 20

Localisation da l'hydrogénase

activité hydrogénasique {U/mg)

Scuche I fraction totals fraction soluble fraction membranaire

MF3 0.52 0 1.67 (80%)
) 1,78 0.11 (2.43) 2.5 (85%)
TABLEAU 21

Activité de phoaphoribulokinase (U/mg) chez les Hydroganobactar
cultivés en conditions H2-lithotrophaa

Soucha activité PRK
Aquaspirillum autotrophicum 1.04

MF3 0.0087

™71 0

H-1 0

T3 0,008

TK-6 0

2-829 0




TABLEAU 22

Carectéristiques des aouches 7-809 et MF3

Z-809(1)

MF3

Sources de cerbone :
ecétete
butyrete
melete
pyruvete
guccinete
elanine
arginine
esperegine
glutemete
phenylelenine
proline

callobicae
fructose
glucoae
meltoae
mennocse
seccharoae

éthenol
glycérol

Sources d'ezote :
emmonium

urée

nitrete

nitrite

N2

optimum de :
tempéreture
pH

{1} Dtaprée Sevel’eve et el.

+ + + + + + ¥ 4+ 4

+

+

76°¢C

(1982)

O T T T U U

+

+

T0°C
T.4



TABLEAU 23 \

Rendement de crolassance evec thiosulfate

Souche (g/mole)

Thiobacillus A2 (1) 6.4/7.0

Th. neapolitanus (1) T.7/6.3

Th._ ferrooxidane (1) 7.5 )
Th. denitrificana (1) 11.4/10 {eccepteur, NO3™)

14.7 (eccepteur, 02}

Parecoccus dénitrificens {2) 4.5

Hydrogenobecter 10

{1) Kelly {1982)
{2) Friedrich et Mitrenge (1981)
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TABLEAU 26

Origine deg hydrogénobectériea A spore ovele

Souche Site N° Temp. [°C) pH

T2 11 42 2-2,5
T201 20 25 2,5
T202 20 : 25 2,5
T21 21 45 4,0
21b 1 21 45 4,0
T22 11 25 2.5
T22b 11 25 3.5
TABLEAU 27

Sources de cerbone et d'énergie des souches & spore ovele

T2 T201 T202 T21 T21b T22 T22b
ecétets + 4 + + + + +
butyrsete + + + + + + +
X-cftoglutarete + + + + + . +
melate + - + + - . +
malonete + - + - - + +
oxaloacétete + + + + + + +
aucclnate + + + + + + +
L-arginine - - - - - - +
L-asperegine - - + - - - -
L-agsparate - - - + - + -
L-glutemate + + + + + + +
iaoleucine + - + + + - +
valine + + - - + - -
butanol + + + + + + +
éthanol + - + + - - -
phénol + + + + + + +
propenol + - - - - - +




TABLEAU 28

Locesligstion ds l'hydrogénnae de la souche T2 (Bacillus tuacias)

cultivés en conditions H2-lithotrophes

| Hydrogénase (U/mg) Mslsts dashydrogénssa (U/mg)

Fraction totsle 2,51 {100 %) 0,65 (100 %)}
Fraction soluble [+] 0,99 (82 %)
Fraction membranaire 4,38 (93,5 %) 0,09 (6,7 %)
TABLEAU 22

Annlyse das scides graa des 1s souchs T2 (Bscillus tuascisse),

composition en ¥

iso C14 : 0,2 iso C17 : 3,4

iso €15 : 0,3 sntaiso C17 : 47
anteiso G155 : 5,2 antesiso €19 : 1,1
nciée : 2,7 inconnu : 5,5

is0 C16 : 28,4 somme dea minipies : 4,9



TABLEAU 30

Fourcentege d'homologie ADN - ADN entre les diverses souches

d'hydrogénobectérieas 4 spore ovele

T2 T202 T21 T201 T21b T22 T22b
T2 100
T202 90 100
T21 100 100
T201 81 63 100
T21b 67 40 52 100
T2?2 100 100
T22b 100 100
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TABLEAU 32

Origine dss hydrogénobectéries & spore ronde

origine géogrephique

Souches

T2=-11 San Federigo solfetere, prés de Monterotondo
Marittimo, prov. Grosseto (Italie)

G3 Geysir champ géothermel (Islands)

He3e ot He3b

R2

Becillus schlegslii
eouche type DSM 2000

Eldfell volcen, Heimeey, Vastmen
Islands, (Islands)

Alr eu-deasus de Neuchftel {Suisass)

Leec "Le Loclat", préa de St-Blaise
(canton ds Neuchdtel, Suisse)
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TABLEAU 34

Pourcentege d'homologie ADN - ADN des diveraes souches

d'hydrogénobectéries & spore ronde

DSM 2000 32 T2-11 He3e He3b G3
DSM 2000 100
Rr2 93 100
T2-11 B8 g1 100
HeJe 18 100
He3b B8 100
G3 Q0 81 100
TABLEAU 395
Minime st maxime de croissence de divers Bacillus
Temp. min. Temp. mex. (°C)

B. tusciame

B. schlegelili

B. ecidoceldarius

BE. ateerothermophilus

B. licheniformia

B. circulans

B. coagulana

45

50

45

30-45

15
5-20

15-25

60-65
75

70

65-75
5055
35-50
55-80



Annexe :

figures 1 - 23



Figure 1

Localisation dee points de prélévement en Italie
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Figure 2

Localisstion_de la zona géothermsle de Larderells

- 3 T a - .
v ?* a wica” l of 3 - off . U hurn:ma 7%
- Pietrasanta ‘9({" Curlodbmonlecatml- Q P"tma Pma‘o " ;’ g _;? ticomano | At g Ca
L

3 '& (G '.gCamaiom 23 pge Terma » L, "\3-?“?\’. s é‘ T
F

17 -
enio £l Se k), 5:-. o

e FIRENZE conion
Clmmﬂnunm F 4 0 L] y A vo ) m
v 3

cim L)

Maisdrosa

* - Pnnlu;llvr b S
.!1 b ‘\‘-llommou -\\‘\

P
y A opp! \..

Marira di Pisa(}

Tnrania Y

LIVORNO ¥

3

%‘nmluﬂq-
Tonda
4
Montepu

Matina di Caslagneto-} I ;
Dongrabca OFR-L
g~
5. ¥Yincenio .'\ Suvaiia
ig 8 i
Campiglia p
el

Reccalbegns

s 31%

Q' 5em
H Castighans 2
H di Peacaia Scansano ,.\J,_
Pale Arzunie Mating di Gro
" Puighane
. . ! [¥IE
Masing di Campo 1 Ty -
FP
: e Mangrang =
; {Isola ha
'f
- >~
’l L4
-
s
[
/’ &
Lcd
o

{. Pisnosa

’
Pdito 5. Stat
"T"' An"dmh
!
M. Argentario
Giglio Porto
i & Gigl

@ i, of Giagnnutri


itt.llitw.nl

Figure 3

Locelisetion de le sclfetere de 3an Federigo
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odlteped USS ep SJBIBITOB BT BD
TBUUOTTTIUBYDS, P s3UTOd 6ap UOT3BEI(8207

¥ eanotg

'
1

'

'

[

'

i

! woy
)

)

[

'

'

HpuriSe guor

IO U UB] R




Fipurs 5

Consommation d'hydrogéne dans les esux géothermales

du site § (Fig. 4), incubdes & 60°C

Ho dissous [pl/l]

35t

HgClis

Temps [min]

ARS® . gangérobie

AQOC : aérobias

C t contrdle



rigure 6

Zvolution des enrichisaements effectués 4 Sen Federigo en

fonction des conditions de pH et de température

Temp(°c)

% : Isolement d'hydregénobectéries posaible

Yc ¢ Pes d'hydrogénobactériea isolées



Figure 7 : Localisetion des points de prélévement de le région de Neples
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Figure 9

Diatribution géographique des Hydrogenobacter
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Pigure 10

Dendogramme basé sur les homologies Al-ADK des
Hydrogenobacter, données dans le tablesu 13.

Ltéchelle indique les pourcentages d'homologie
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Figura 12

Optimum ds tsmpérature de la souche P10 (Hydrogenobascter),

cuitivés an conditiona H2;1ithotrophes dana un incubataur

é gradient de températurs

DO
15
10,
05
60 ' 70 80 90

1&nu1pk



Figure 13
Optimum de pH de le souche MF3 (Hydrogenobecter) cultivée

en conditions hétérotrophes
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Figure 14

Crolssanca de la souche T3 en conditions lithotrophea {thiosulfate)

2
20 PO 3
1.0 _|
0:1 N ’ T T T 1
0 3 6 9 12
Temps [h]
36 _Conc.[mM ]
24
12
0 | ]
) 3 6 9 12



Légende de la Figure 14

1 densitd optique
: concsntretion sn thioceulfats

: concentretion sn sulfate

>»Oom +

t concentration en soufre

Las fléchee aignelent les ejustements de ls vitesse d'egitetion
(rpm) ou ds le concantretion en oxygine dane la phees gazeuse (%).



Figure 15

Croissance de le souche T3 en conditions mixolithotrophes

{thiosulfete et hydrogédne)

100 _ DO Conc.[mM]_. 20
10
01 e I ESaTY
0 6 12 18

Temps[h|
[H : concentrstion en thiosulfete

—|— : deneité optique



Pigure 16
Activithd de l'hydrogenese en fonction de la tempéreture

A [Uﬁng ]

aouche MF3 (Hydrqunobocter)

20 30 40 50 60 70 80

'lémp.["c]
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Figura 17

Mécanisma de fixstion du C02 chaz las Hydrogenobactsr .

acetyl CoA
citrate
co 11
t
pyruvate isacitrate

oxaloacetate;
3 5 10
PEP malate cetoglutarate

6 2 cOy

Y

3 PGA fumarate . succinyl CoA
7 . 8
Y succinate .
carbohydrates

1 : ATP citrata lyaae

2 Pyruvate aynthsaa

3 :  Phoephoénolpyruvate synthasa

4 Pyruvata carboxylaaa

5 : Maelate deshydrogénaea

6 ¢ FPumarase

7 : Pumarate rédductaee

8 Succinyl Coi synthétasa

9 1 o-cétoglutesreta synthsas

Teocitrats deshydrogénasa
: Aoonitase

- -
- O
P

FEF : Phosphoenolpyruvate
FOA : Acide J-phoephoglycédriqua

Dtaprdes Shiba st al. {1985)



Figura 18

Comparaison antra chimio~ at photoaynthéase

D'aprads Childreas ot al. (1987)

PHOTOSYNTHESE CHIMIDSYNTHESE
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DOE CARBONE

CYQLE DE CALVIN

CARBONE FIXE
(SUCRES, GRAISSES, ACTDES Asmts)

N

LA PHOTOSYNTHESE ET LA CHIMIOSYNTHESE : s tources d'enerpie différent,
cusis le processus de tromsformulios et les prodults Bnmux tont e mimes. Oans I3
photosynthése, le lumiire &5t abrorble par los chioroplastes de In plante ct le carbone re
fize gréce 2u cycle de Calvin; ce processes libdre des sucres, des matidres grasses cf des
scides emins qul toat Incorporés dans la chaine alimestaire, des herbieares jusqu'sua
carnivorer. Dans ba chimiosynihise, I'éncrgle est foumle par le cutlure d'hydropene qui
s'échuppe des du fond ocianique. Tl cat absorbé per des bactéries libres o par e
vir fubicole, par exemple : b 1ulfare cst transperté jusqn'asun bactiries endasymbiotiques,
ob il ext onydé tl_fﬂl"l‘l Pincrpic nécesisire su eyele de Calvin, Les produits finzuz entrent
slors dans I8 chaine slimenenire, passans dirceiement de carnivares d'srdre inféricur & coua
A'nrdee suptricur,
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Figure 20

Optimum de pH de ls souche T2 (Becillus tusciee),

cultivée en conditions H2-lithotrophes

DO
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Figure 22

Dendogramme basé sur

a] les ceractéristiquee phénotypiques
donnésa dens le tsblesu 2T (dietance
da Sorgel}

b) les homologies ADN-ADN données dans
la tablssu 30

des hydrogénobectéries A spors ovala,
Bseclillua tuaciaa,

L'échelle indiqua les % d'homologle.
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Flgure 23

Dendogramme beed aur

a) les csractérlat%quas phénotyplquse
donndes dané ‘leitablesu 33 (dlatance
de Sorgsl)

b) lea homologlaa ADN-ADN donnbea dans
le tebleau 34

des hydrogénobectériee & spore ronde,
Becillua schlegelil.

L'échellse indique les % d'homologle
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Annexe :

photos 1 - 14
























