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disurfidooxidmis gea nov. comb. nov., Medrylobocterium M m &  sp. 
nov. et T h i o b c r c ~  bhworiftnn_c ont été identSées panni les espèces bact&iennes d'un 
consortium h i é  ii partir de boues d'usine d't?pnration des eaux osées et oxydaut catams 
composés soufiés organiques. Les espèces ktériennes ont eté identifiées sur ia base de leurs 
phenotypes et sur la foi de résuïbts obtenus d'une ttude phylogenétique. mes sont toutes 
acidophiles etlou acidoto16rantes, a mhphiles en ce qui a mir B leur ternptkamm optimale de 
croissance; de plus, elles sont au-tes lorsqu'elles utilisent le souk éiémentaire comme 
source d'energie. Par ailleurs. leurs caractQistques morphologiques et physiologiques 
diffèrent= A. disuC~oxi&ns est un batonnet gram-positif, formant des spores et mixotmphe; 
T. thiooriRnnc est un bgtonnet gram-nCgatif et autotrophe; et M. &vale& est un batonnet gram- 

negatif? polymorphe et hétérotrophe. Des interactions mutualistes, commensales, antagonistes et 
compétitives ont 6té observées entre ces espèces. 

72 Roger Guai 



L'oxydation des composés organiques soufi& par les microorganismes est complexe, ils 
sont souvent cometabolisés par plus d'me espèce bactérienne a la fois. Ce projet & recherche 
porte sur l'isolement et la cmméM011 morphologique. phylogénétique et physiologique des 

diffQentes espèces bact&iemes formant un consortium qui oxyde certah composés sodkés 
organiques et qui a 6té hlt! ih partir & boues d'usine d'epurafion des eaux usées. 

Acidobacrer disuIfid00xidans gen. nov. comb. nov.. Methyiobacten'wn lovalerrsis sp. 
nov. et ~ b a c i l l t c s  thiuo- ont eté &oies de œ consortium et caractérisés. Ces espèces 
bactériennes sont toutes acidophiles etlou acidoto16rantes, et mésophües en œ qui a trait iî leur 
t e m w  optimale de croissance; de plus, elles sont autosuffites en croissance dans le 
consortium lorsqu'elies utilisent le soufre é iément .  comme source d'energie. A. 
disu@idoxiclmrs est un bgtonnet gram-positif, formant des spores et des chabes; il est 
chimiolithoh~témtrophe, car il utilise des composés organiques comme source de carbone tout 
en ayant la capacité de tirer son énergie de I'oxydation de composés inorganiques. T. 
thwuXidans est un bgtonnet gram-negatif. mobile, thiu-oxydant, acidifiant et 
chimiolithoautotrophe; alors que M. lairolemis est un bâtonnet gram-negatif, polymorphe, 
mt2thylotrophe et chimioorganohé?érotrophe. 

Plusieurs types d'interactions ont clé observes. En premier lieu. T. t h i o o ~  a une 
relation d'antagonisme envers les autres espèces du consortium en iaison de sa production 
d'acide sulfurique. Ii manifeste aussi une relation mutualiste avec les AcirZobacter sp. qui est 
probablement basée sur l'échange d'un f ~ u r  de croissance. Par ailleurs, M. ùavalek et les 
Adbbacter sp. ont probablement etabli une reIation commensale avec le T. thioo- en 
utiüsant les rnt5taboIites organiques excrétés par œ dernier qui lui sont toxiques. Cependant, 
l'utilisation de ces metabolites par M. lavalellsis et les Acidobcxcter sp. les fait vraisemblablement 
entrer eux-mérnes en compétition. 



L'oxydation du soufie ornaaique par le CO11SOTtium n'a pas M &soIue. Cependant, la 
composition dit ccmaium ainsi que les r8ks de chacun des paztemhs ont ett? élucidés en 
grande partie. L'6tade des co11sorcia en est B ses âébuts et progresse très lentement, car les 
techno10gies qui peuvent semir B suivre des popdations microbiennes vivant dans un &me 
environnement sont peu nombreuses 

Dr Roger Guay 
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AVANT-PROPOS 

Ce projet d'Ctude est la suite d'un travail de recherche portant sur la desulfuration du noir 
de carbone pyrolytique qui a men6 B l'isolement dim consortium badrien, Le p&at ouvrage 
est consacré & Mude des plirienaires bactériens de œ consortium et & la caractQisation des 
intedons arsociatves entre ceux-ci. Dans cette etride. le lemie collsortium a M utilid pour 
deaire I'8SSOCi8tion enm trois espèces bactériemes. dont deux ont et6 obtenues en cuitme pure. 
Meme s'il est forme dhne cultuxe mixte dont l'me des espèces n'a pu etre Wl& en culture 

pure. le terme consortium a surtout été leutilise pour décrire des bactQies pos&dant des relations 
fonctiomeUes. 

CetGe th& n'a pas eté rédigée sous une forme classique basée sur les résultats fuiaux. 
Chacun des chapitres de résultats contient sa section discussion ou l'@uivalenb. La présentation 
des résultats decrit en premier k u  I'isolement et ia d t u r e  des dif f 'ntes  espèces bacteriemes 
formant le consortium. Par la suite. chacune des espèces bactériennes du consortium est 
caracte* B I'intéxiew d'un chapitre- Les espèces appartenant au genre SuFfobacillrcs 
(Acidobaeter) ont &é 6tudiées en premier, suivi des Methybbacterium sp. et du T. thwoxicians, 
dont la plupart des caractéristiques ont eté déduites des résuitats obtenus pour les autres isolats et 

le consortium SD-2. De plus. une discussion g6nérale a eté ajoutée après ces chapitm de 

résultats et discussion pour decrire les interactions qui existent entre les ciifferentes espèces 
bactérieanes formant le consortium SD-2. 

L'analyse de œ travail a souleve beaucoup d'hypothèses sans necessairement amener les 
réponses, la durée de œ daxorat ne permettant pas & trouver les réponses toutes Ies questions 
soulevées. Cependant, œ tmV8il a permis de jeter les bases du développement de projets 
impliquant le consortium. 



La présente etuâe a aussi m n ~ b u é  k la découverte de noweJies espèces bactQieanes 
dont l'me a eté publiée dans mie revue internationale : 

Dufresne, S., JO Bousquet, M. Boissinot et & Gaay. 1996. Std$bbaciIlrc;c 
dis t l I~x i&ms sp. nov.. a new acidophilic. ~de-0xini;n'ng. gram-positive. spore- 
forming bacterim. Int J. Syss BacterioL 461056-1064. 

Dufresne, S. 1993. BiotranSf~llllation de composés sotifres par SuZjiobaciUrrs 
dinclfidoomdans sp. nov. M.&. Université Lava Ste-Foy. 109 pages. 

Les  travaux effectués au a>ms de ce projet de recherche ont @lement été présentés lors 
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Hole. Wyoming. USA. pp. 267-276 
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INTRODUCTION 



INTRODUCTION 

Aux cours des siècles, nous avons appris lk utiliser les substances produites par les 
m i c r o o r ~ e s  (antiibioQues. biogaz, etc.); et plus récemment, nous avons commencé ii 
comprendre et B manipuler les activités & biosynthèse et de dégradation des microorganismes, 
œ qui a ment5 au développement de procédés biotechnologiques. Les communautés 
microbiennes sont utikdes dans le traitement des eaux usées, des sob contamin& aux 
hydrocarbures, et dans les systèmes de biofiltration et de compostage. 

Les c o m m ~ u t é s  mimbiennes peuvent etre âécrîtes par plusieurs expressions, dont le 
terme consortium. C'est un terme utile lorsqu'il réfère B des populations de m i c r o o ~ e s  
qui manifestent des interrelations fonctionnelles les unes avec les autres. Jusqui& un certain 
point, un consortium peut deCrire une association cornmensaie ou proto-coopérative de bactéries. 
Maüieureu~ement, 1 est aussi employe pour decrire un mélange de bacteries qui n'ont pu etre 

&pan% en culture pure. Dam ce dernier cas, le terme consortium ne decnt pas une aSSOciation 
fonctionneUe, mais il est plutôt le reflet de l'isolation partielle des composantes individuelles 
d'une culture mixte. 

L'abondante IiaQafure sur la biochimie, la physiologie. et la morphologie des 
mimrganismes est dérivée de l'etude d'organismes sous des conditions de micunce 
artificielies dans un milieu de culture en i'absence d'autres espèces. Les cultures pures 
fournissent une quantite importante d'information, mais 1 est loin d'etre certain que les 
proprietés observées aient une signincation écologique. Elles peuvent cependant donner des 
informations utües sur les besoins des diffi3entes espèces, et aider B la compréhension des liens 
qui les unissent dans une! communauté. Mme si les microbiologistes sont enclins B ~vaüler 

avec des cultures pures. une communauté foxmée d'une seule espèce baaérhm est très rare 
dans lanature puisque, par définiton, une communauté est compoSee & plusieurs populaiioas 
bactériennes. 



Une meineme compréhension des mhions entre les popalatior~~ mimbiennes permema 
de mieux contr6ler le développement et le fonctionnement cles proCedés biotechnolopisues. 
Lhrilieation d'me communauté miCrobiexme dans mie appiïcation biotecbnologisue mpkrt 
donc une boarie cormahame des m i c r o o r g ~ e s  qui la composent ainsi que des intemaions 
q n i l e s ~ r i s e n t p o u r o p t i m i s e r k ~ .  

Mise en sitrration 

Lïsolement et la canrtQisaton sommaire de Sul f i~b~l lus  UsIrno& ont fait 
i'objet d'un travail de recherche au niveau du deultieme cycle universitaire et ont dome lieu k 
production d ' ~  mémoire de maîî (Ddhne, 1993). Initialement, le pmjet de recherche 
panait sur la dédfkation du sodk *contaminantn le noir de carbone pyrolytique (Roy et uL, 
1990) par des thiobacilles et la lixiviation sïmuitanee des rn&aux lourds (zinc et fer) par l'acide 
sulfurique produit par les bactéries. Cependant, la plupart des tbiobaciiles isoiés 
d'enviromements miniers sont sensiiles B la matih  organique. Les boues d'usine d'epmtion 
des eaux u& ont donc eté utüis6es wmme source de bactéries thio-oxydanfes potentiellement 
riesistantes B la présence & matieSe organique. Les enrichissements de boues par du soufre 
éIémentaire ont mené B l'isolement & microorgani,cmes th.0-oxydants. L'ajout du noir & 

carbone pyrolyticpe B ces enrichissements a ensuite permis d'isoler un consortium b e e n  qui 
contenait enm autres une nouvelle espèce bacténeme. SuljiobaciiIus disuLfidooxîctarrs. 

L'utüisation uaiquement & thiob- n'a pas pu permettre la désulfuration, mais 
seulement la solubilisation des metaux par l'ajout de soufie éiernentaire. Cependant. œ 
consortium semblait &tre capable d'oxyder une partie du soufle contenu dans le noir de carbone 
pyrolytique meme si celui-ci etait retrouve majoritairement sous forme organique. 

Plusieurs probl&rnes restaient cependant B élucider. principalement le comportement de 
S. disuIfidooxidans en présence du ou des partenaire(s) du consortium de depart, En cul- 

mixte, il y a augmentation de la proportion cellulaire de S. dimlfidoonR/mC par rapport au 
partenaire bactenen acidophile lorsque place en présence du noir de carbone et du soufre 

élémentaire. De plus S. d i s u t f i d o o ~  nécessite i'apport de facteurs de croisance en culhue 

pue. mais cette exigence semble &tre levée dans les CO-CUItures. S. duulfidooxîk semble 
acdérerîa vitesse d'oxydation du sonfre du partenalle acidifiant. Il y a donc liw d'etudier le 

type de relation muaialiste qui semble lier ces deux bactéries. Est-ce que le south organique est 
disponible et metabolisé pat S. dlnilfido*? Est-ce que la matrice carbonée des composés 
soufiés organiques est modifiée par S. dis--? La croissance sur le glutathion oxydé 
et sur les autres composés soufiés laisse B penser que ces substrats sont utilises. mais son 



métabolisme n'a pas ete Qucidé. Certaias m6tabolites imermBdiaires ont etc identines. mais km 
@sence ne permet pas d'&Mir compïèdernent la séquence des réactions. D'antres &udes sont 
donc IiecessaiRs pour &terminer les types et ~veamr enzymatiques ex- selon les substrats 

uîilbés et les autres métabolites inferm- incamus. 

De plus en PIUS. Ies ckcheurs portent lair attention sur lbtilhtion de culaires mixtes 
ou séqrientielles lorsque la dégradation de composés xénobiotiques est envisagée. aae souche 
bactérienne ne possédant pas toutes les enzymes necessaires ik la biodégradation de composés 
aux C(LII&CtenStiques chimiques difftkentes. Le pexnier but en biodégradation, selon Howard 
Slater et hvatt (1984). est d'obtenir des miaoorganiunes en quantité suffknte pour éiucider 
les mécanismes de blodégrrtdation en deteminant les senti= cataboliques probables et en 
identifiant les m&îbolites intermédiahs potentiekment impliqués- Cependant, tel qu'il sera 
expiiquC au chapitre 3, ï I  est important de comai"tte la composition & ces communautés pour les 
atiliser daas des procédt?~ biotechnologiques. 

Hypothèse 

L'oxydation séiective du soufre organique par les bactQies semble partimlihement 
complexe. La plupart d'entre elles I'utilisent comme source de soufie ammilah - le au matériel 
cehlaire, et non comme source d'energie. Conséquemment, le taux d'oxydation du soufre est 
beaucoup plus faible que celui des Wries qui i'utilisent comme source ci'energie et il est 

Tarement retrouve dans le miiieu après la croissaiice bactérienne. 

Nous savons qu'en p-nce d'un consortium bactérien incluant S. disulfldooxidans. le 
sodh organique semble &tre transforme en acide sulfurique. Cependant, cette bactérie une fois 
isolée ne peut que produire certains oxyanions du soufre en croissance sur le glutathion. 

Nous posons donc l'hypothèse que l'oxydation ou le mt?tabolisme des composés 
organiques soufkés proCede avec la participation essentielle de deux bactéries présentes dans un 
comortium. L'une d'entre elles transformerait les disulfures organiques en oxyanions du sot,& 
que le deuxième parteoaire oxyderait nnalement en acide sulfurique. Ce collsortium p o d t  etre 
& plus campWe par la présence dime autze espèce qui assiirerat la detoxication du milieu ou 
qui contribuerait B fournir des éléments nutri- essentiels aux deux autres partenaires (peut-ê&e 
au moyen de la W o n  de l'azote atmosph&ique). 



Objectif 

L'objectif gîobal du présent projet est donc de car8ctériset l'oxydation du 
soufre organique en adde suifnriqae lors de Ir erolsssnce sirnuitanée de S. 
disulfidooxidans et des bactéries issodk. 

Pour répondre B cet objectif, nous deMons commencer par isoler en culture pure le ou les 
bgctQies associée(s) B S. dtmll'xidizm et les caractgiser sommairement (conditions de 
aoissance optimale). Nous effectuerons 6gaiement une etude phylog&?tique de S. 
&-O- pour confirmer son identifsrrrtion. De plus, B mesure que les bactéb 

âssocxées seront is01ées. nous procéderons B tuse aaalyse phylogénétique pour conhmrer leur 
identification. Les bactérh associees que nous n'aurons pas réussi B isoler en culture pme 
=ont identifiées directement B partir dhne analyse phylogénetique da consortim. 

De plus. la physiologie de S. riisrrwo- et des bactéries assodes sera 6tudiee lors 
de l'oxydation de composés soufi& organiques ou inorganiques par la recherche de certains 
enzymes clés de leur m&abolisme. La compdhension du mCtabolisne des diffErentes espèces 

du consorthm nous permettra alors d'identiner les interactions bact6riemes qui les associent. 
Enfii, la probabilité de l'oxydation &lective de i'atome de soufie contenu dans les composés 
soufiés organiques et le pouvoir d6toxZirant vis-&-vis de ceuxci seront abordés. 



MICROBIOLOGIE DU SOUFRE ET DE L'AZOTE 



CHAPITRE 1 

1. MICROBIOLOGIE DU SOUFRE ET DE L'AZOTE 

Tous les compos5s chimiques d'un Bcosysteme font partie d'un cycle ou d'un sentier 
biochimique qui en relie les portions abiotiques et biotiques. Le carbone. I'hydrogt!ne et, sauf 
pour quelques exceptions, I'oxygene sont des consrituants de toutes les rnoEcu'les organiques. 
En opposition. le soufre, l'azote et le phosphore font seulement partie de certaines classes & 

composés organiques comme les acides aminés. Tous les organismes vivants participent aux 
cycles biogéochimiques des 6Ements. mais les microorganismes jouent un r61e majeur en raison 
de leur ubiquité. leur capacité m&aboiique v* et leurs activités enzymatiques aevées. 

1.1 Biooxydation des composés soufrés 

Les mécanismes g&hux d'oxydation et de réduction biologique du soufre sont 
relativement bien cornus et les micro0~gani.cmes y jouent un ri3k très important (Noms. 1990; 
Atlas et Bartha, 1987; Wainwxight, 1978; SuPilri. 1974; Parker et Prisk, 1953). Le cycle du 
soufre (Figure 1.1) comporte deux parties principales : la portion aérobie qui inclut les 
microorgani,cmes capables d'oxyder les composés soufrés et la section anaérobie, ceux qui les 
réduisent. Les points communs des deux parries se retrouvent au niveau du sulfate. le stade le 
plus oxydé du soufie, et du sulfure d'hydrogt!ne, le plus réduit. L'assimilation du soufre dans 
le matériel ceIliIlsiiie des microorganismes se fait B partir du sulfate et peut se faire aussi bien 
dans la portion aérobie que lors de ï'anaérobiose. 



baaQies pourpres I I bac%?& non pourpres 
sou* f soufktb 

Figure 1.1 Cycle du soufre (adapté de Wainwright, 1984). Représentation de la 
transformation microbiologique des composés oxydés et réduits du soufre. SO. 
soufie Mmentaire; SO,". sulfate; &S. sulfure d'hydrogtne. 

1.1.1 Composés soufr6s inorganiques 

L'interêt porté B I'oxydation des composés soufiés inorganiques s'est manifesl au début 
du siècle. Selon les propos rapportés par M c  Lean (1917). Chisholm méiangeaît du soufke ii du 
phosphate insoluble (apatite) pour que l'acide. produit par l'oxydation microbiologique du 
soufre. libère le phosphate sous forme soluble. En 191 1. Brioux et Guerbet concluaient que 
I'oxydation du soufke dans les sols etait un pmc&k? complexe faisant intervenir I'activité d'un 
nombre &v6 d'espèces bactériennes. C'est en 1922 que Waksman et d. ont décrit pour la 
premiere fois l'oxydation bactérïe~me du soufte en proposant I'équation suivante : 

Par la suite. d'autres decouvertes ont permis de démystiner I'oxydation des composés 
soufrés inorganiques par divers microorganismes. Un modèle proposé par Pro& et aL (1990a) 
et représente B la Figure 1.2 résurne bien I'oxydation microbiologique des composeS soufiés 
inorganiques. 



Figure 1.2 Résumé des réactions d'oxydation des composés réduits du soufre 
par les thiobacüles acidophiles (&pu? de Pronk et aL. 1990a). La bok 
entomnt une partie des réactions et des composés représente un groupe de 
composés SOI&& intermCdiahes. La nature des intenn6diairiec formés B partir du 
soufie et du mlfure d'hydrogene est incornue, de m&me que la formation 
biologique du sulfure d'hydrogene B partir du soufre ahentaire. SO. soufre 
éi6mentaire; SO,'; sulfate; S". sulfure., S,0,2', thiosulfate; S,O,". trithionate; 
Sa,'-. tétrathionate. 

Le soufre amentaire est oxyde directement en sulfate (réaction 2) et il n'y a aucun 
mtenn6riiaire iiM dans le d i e u  (Parker et Risk, 1953; Roy et Tmdinger. 1970; Shivers et 
Bmk.. 1973; Suzuki, 1974). ii I'exception du sulfite aussit8t transfom6 en sulfate. 

Pour &tre oxydé, le souk doit d'abord &me tranSform6 en i n t e r m m  soluble. ïi est 
oxydé par I'ùrtem6diaire du glutathion réduit (GSH) dans des vesicules retrouvées en= la paroi 
ceIiulaitie et la membrane cytoplauaaque des bactQies (Karavah et Pivovarova, 1977; Roy et 
Tmdinger. 1970). Cependant, Bacon et Ingledew (1989) ont démontré qu'il y avait libération 
d'une faible p t i t e  de 5 s  durant la croissance de ntiobac~lrrsfi~uoriR/mc. 



1.1.1.2 Oxyâ&îim&tbi~etdutettatbio118te 

Le thiosulfate est instable en miliP.u acide. A un pH infQIeur & 4.0. ü se decompose en 
sulfite et en soufre (Johaston et McAmîsh, 1973). L'oxydation complète do thiodate m&m 
aussi a ia production de suif" (réaction 3). La première étape du métaboiisme du thiosulfate est 
î'oxydation en tétrathionate selon la M i o n  4 (RonL et ÛL. 1990, Sinha et Walden, 1966). 

Le tétrathiome peut réagit avec d'antres composeS sounés réduits pour donau des 
pentathionates (daction 5) (Sinha et Walden, 1966). La formation de trithionate a aussi été 

rapportée par réaction chimique du tetrathionate avec ie sulfite (réaction 6) (Roy et Trudinger, 
1970). et biologiquement par oxydation de I'acide S3-sulphane monosalphonique. Ie 
tt5trathi01liite peut &tre hydrolyse (réaction 7) ou participer & i'éiongation de l'acide suiphane 
monosulphonique (réaction 8a et Sb) menant & la formation de soufre élémentaire (réaction 9)  
(Steudel et aL . 1987). 

2 HS4SOj o HS8SOj + HSOj (8b) 

1.1.1.3 Oxydation du sulfite 

Les solutions de sulfite sont rapidement oxydées en sulfate en présence d'oxygene. et 
cette réaction chimique est ca&alysée par plusieurs ions métalliques (Roy et Trudhger. 1970). 
Par ailleurs. i'oxydation du sulfite par les bactéries peut aussi être coupIée la phosphorylation 
de SADP (Kelly. 1968; Parker et Prislr, 1953; Suzuki. 1974). 



L e s r n é t a u x ~ n t & a o l ~ ~ ~ ~ p a r t i r & l e m s u l f i r r e s r e s p e c t i f s  par 

des microorgBMI.Qnes on indirectement par les produits de lem métabolisme (Landgren et Silver, 
1980). Le rntkmbne c l k t  implique la û m s f d o n  des sulftires métaIüqries insolubles en 
d a t e s  solubles tel que decrit i la réaction 10 (Hutchins ct d, 1986) : 

Le m6cariisme indireçt implique l'action de i'acide snlfurique sur les sulfures ( M o n  
11) et les oxydes m6talliques (réacton 12) (Habashi, 1980). et l'oxydation des siilfiires par les 
ions f ' u e s  produits par l'oxydation minobiologique de la pyxik (Guy et al., 1989). 

1.1.1.5 Microorgani.cmes impliqués dans l'oxydation des composeS SOI&& inorganiques 

La participation biologique dans la transformation des composés souftés inorganiques a 
eté &montrée par Winogradsky il y a environ 100 ans. Par la suite. en 1902. Nathamon isola la 
plemiike culture piire de ThwbcK:cülus et Beijerinck décrivit, en 1904. le genre et deux des 
espèces les plus communes encore reconnues aujourd'hui : T. duopmus et T, M n i j f c m  

(Smith et Strohl, 1991). 

Les thiobaciiles sont des bactérks ii gram-negatif. en forme de petits bâtomets aérobies 
et capables d'oxyder les composés de valence réduite du soufre en ande sulfurique (Harrison. 
1984). Pendant plusieurs années, la capacité d'oxyder le thiosulfate etait essentielle pour qu'une 
bactérk puisse &e clas& parmi les î h i o ~ .  Cependant. comme le thiosulfate se 
décompose en soufre éEmentaire et en s a t e  ii pH acide. l'application de œ cri* n'est plus 
obligatoire. Le genre Wbacillus est dmse en deux groupes : les espèces acidophiles et les 
espèces neuaophiles (Kelly et Hamson. 1988; Kuenen et aL. 1992). Le Tableau 1.1 présente 
une liste compikte des espèces de thiobaciUes ainsi que les substrats qu'ils -nt 

bibitueliement. 
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Tableau 1.1 -ces de Th&bacüZus en regard de leurs substrats 6nerg6tiqaes 

Grounes Substrats Réf6rences 
(Guay et Silver, 1975) 

(Bryant et d, 1983) 

(Temple et Coher, 195 1) 

(Huber et Steüer, 1989) 

(Waksman et Joffe, 1922) 

S. sz s2*, %o62- 

S. s2-. ~ ~ 0 3 ~ ~ .  &062- 

S. s2*, ~ ~ 0 3 ~ ~ ~  &062- 

S. s2-, ~ ~ 0 3 2 ,  &0(j2- 

S. s2-, ~ ~ 0 3 ~ ~ .  ~ ~ 0 ~ ~ -  

S. s2-, s ~ o ~ ~ - .  &0(j2- 

S. ~ 2 ~ .  s2032-, SCN- 
S&j2-~ cs2. (cH3)2s 

S. ~ ~ 0 3 ~ ~ .  s ~ o ~ ~ - ~  ~ 4 0 6 ~ ~ .  
extrait de levure 

S. ~ 2 0 ~ 2 ;  S4062; 
pynivate, =partate 
s20320, s4062-, ~ ~ U C O S ~ .  
extrait de levure 
S. ~ 2 0 3 ~ .  extrait de levure 

(Laishley et&. 1988) 

(Wood et Keily, 1991) 

(Beijerinck, 1904) 

(Durand et rrl, 1993) 

(Parker et Prisk, 1953) 

(Wood et Kelly, 1985) 

(Beijerinck, 1904) 

(Wood et Keliy, 1988) 

(Starkey. 1934) 

(Williams et Hoare, 1972) 

L'anivée des techniques de biologie moïécuilaire a permis une percée dans le domaine de 
la taxonomie bgctQienne dont celle des thiobacilles. Certaines espèces qui possédaient les 
caractéristiques physiologiques propres au genre î%bbacillrcr ont t?îé reclassees sur la base de 
critères phylog&&iques, h i'intérieur d'autres genres ou dans des genres nouveaux, créés pour 
tenir compte de leur singukité (Tableau 1.2). ï i  y aura probablement d'autres changements 
puisque que le geme IhwWIlics est encore Mtbgène du point de vue phylog6n&ique 
(Mo~ira et Amils, 1997). 





1.1.2 Composé0 soufrés organ€ques 

Des composés organiques C o n t i  un ou plusiems atomes de soufi'e comme les 
salfmes thio-cyciiques, les benmthiophènes, les thiaindanes et ks disulfiaes & diphenyles ont 
éfé identifiés et retrouvés dans les hniles, Xe noir de carbone et l'air des villes W l e y  a aL, 
1974; Lee et Hites, 1976; Lee et d ,  1976). A l'inverse du rn6taboIisme du soufie inorganique, 
le rnt?taboiisne du soufie organique n'est pas reconnu pour servir de source d'energie aux 
bactéries. Le mecamSrne d'oxydation de l'atome de souk est sowent dO 8 I'mivité d'enzymes 
non s p & S ~ u e ~  telles les oxygenases. L'atome de soufre est donc rarement transform6 jusqu'ik 
son etat le plus oxydé (S4 = ~0:). Cependant, comme I'enlèvement des composeS soaneS 
prése!nts daas les combustibles dépend des fonnes sous lesqilelles ils sont retrouv&, f existe 
piusiem rapports concenifint k dégradation microbienne du dibenzothiophène (DBT), puisque 
celui-ci est souvent ut%& comme un rnodëIe de composé so& organique retrouve daas le 
charbon et dans les hailes (Krawiec, 1990). 

L'utilisation du DBT par les rn i~~~~~ganismes  comme seule source de carbone. d'dnergie 
et de soufre a été rapportée par deux groupes. En 1961, Knecht a mentionné avoir isoié une 
culture mixte qui m&abolisait le DBT en snlfate et en metabolites ceiïulaires sans retrouver 
d'autres produits ou mt!tabolites dans le milieu. En 1976, Mai& et Claus ont rapporté avoir isole 
20 souches bactériennes différentes utilisant le DBT comme seuie source de carbone, d'energie 
et de soufk; cependant, ces isolats n'oxydaient pas I'atome de soufre du DBT. h 
décomposition du DBT se fait habituellement par l'attaque et le bris diin des cycles pour rendre 
la rnoIéa.de soluble (Hou et Larkin., 1976; Laborde et Gibson, 1977; Thurnheer et aL, 1986); ii 
œ stade, elle contient toujours l'atome de soufie. Beaucoup plus tard, KiIbane (199ûa) a 
proposé un sentier m6tabolique de dégradation du DBT qui se traduisait par la libération & 

l'atome de soufie et son oxydation sous forme de sulfate; c'est Le seul sentier mt!tabolique 
existant présenternent qui permettrait la formation d'acide sulfurique B partir de soufie 

organique. Cependant, trés peu de microorganismes pos&dent les enymes nécesdm ii 

l'utilisation de œ sentier, et présentemen& seules deux bact&h sont recomues pour leur 
m o n  de œ proCede: Su&ioolobur QCCCtO- (température & croissance 80T) et 
Rhodococcus erythropolis (Gray et al., 1996; kami et aL. 1994; Wang et al., 1996; Wang et 
Krawiec, 1996). Le Tableau 1.3 6numere les microorgankmes ayant la capacité de dégrader le 
DBT ainsi que le type de m6taboIïtes produits 101s de cette biod6gradation. 



Tableau 1.3 Mleroorgilsmes impiiqu6s dans h biodégradation du DBT 

Achbacter + Pseuctonwnus 
Acinetobactcrou RIUu,bUun 

Beijcrinckia sp. 

Brevibacterira sp. 

Co~bac?er iumsp .  

Pseudomolt~~ jmiii 

Pse&monas ocmghosa 

Pseudonunm sp. 

Pse&nwnm CB 1 

PserrdomoMs IGTS7 

Pseuàomonas TG232 
si une source de carbone est ajoutée 

RhodUcoccus etythopolis 

Sdfobbus acidOcnMmius 

snlfate 

organiques souf&?s 

organiques SOW 

organiques sorifrés 

sulfate (17 96) 

organisues so& 

organiques sou&% 

organiques sonfrés 

sulfate 

sulfate 

sulfate (12 %) 
SuIfau? (68 96) 

sulfate 

suifate (100 96) 
mate (15 96) 

(Knecht Jr., 196 1) 

('Malik et Claus, 1976) 

(Laborde et Gibson, 1977) 

(Van Merden et d,  1990) 

(Chnori et al., 1992) 

(Kodama et&, 1970) 

(Hou et Larkin, 1976) 

(MonticelIo et Fianerty, 1985) 

(Isbister et Kobylinski, 1985) 

(Kilbane, 1990b) 

Wbane, 1990b) 

(Kargi et Robinson, 1983) 
(Miller et Risatti, 1986) 

1.1.2.2 Autres compost% organiques SOI&% 

Plusieurs groupes de chercheurs se sont attardés h etudier la biodégradation de 

composés soufiés organiques autres que le DBT. Les acides naphthalene-sulfoniques sont des 
produits importants de lrmdustrie de proCedes chimiques. lem sels &nt utiüses comme agents 

de solubilisation et les alkyles comme agents ~ m W a n t s .  Ils sont degradés en m6tabolites non 
identifiés qui peuvent lke repris par d'autres bactéries avec libération du sutfate (Hou et Larkin. 
1976). L'ametryne et la pmmetryne ont eté ~tuditks. Ces moI6cules sont retrouv6es sous une 
famie presque pure et utiljsées fréquemment comme herbicides. Elles sont utiüsees comme 
seule source de soufre par certaines bactéries (Cook et HIiuer, 1982). Le benzothiophène. 
retrouvé dans les huiles et disponible commercialement, est eansfoxm6 en 3methyI- 
benzothiophene-suifone (Fedorak et Grbic-Galic. 199 1). Schreiner et ol (1988) ont etudit! la 

possibilite d'oxyder les composés soufkés h6tQocycliques du chrubon B î'ai& d'une enzyme : la 
ligaase. Le thianthrène a se!rvi de modèle lors des essais et il a eté transformt en monosui£'oxy& 



6 thianthrène qui est p b  soluble. PlllSiems soties c~mpost?~ ont eu? 6tudi&, mais il rewe 
ôeawmp de fedmche B fabe avant que le métabolisme de ces cornposes soit bien compiis. Le 
Tableau 1.4 &urne les essais microbiologiques de biodégradation de ces composeS. 

Tableau 1.4 Microorganismes ImpMqaés dans h biodmdaffon des eomposis 
organiques soufrés autres que le DBT 

Pseudonwnas sp. 

Amebyne et Pseudomo~~(~~ sp. 
Prometryne 

sulfate (Brilm et d, 198 1) 

mati?rW (Ztînw e t d ,  1987) 
CeIIlhixW 

sulfate (Wittich et d ,1988) 

mate~iels (Cook et HHtter, 1982) 
CeIlrilaires 

organiques SOI&& (Schreiner et OL. 1988) 

organiques sounés (Faison et d, 199 1) 

organiques so& (Fedorak et Grbic-Galic, 199 1) 

sulfate (déduction) (MiUer, 1992) 



1.2 Oxydation et réduction des composés azotés CN,, NO,', NO,, 
=3 

vivants (Figure 1.3). 

M&rifiication 

Comme pour le soufie et les autres éiéments chimipes de la planete. l'azote est lui aussi 
continriellement recycle. ïï est essentiellement W o m C  par Irrntemediaire d'organismes 

II \ Cbrydation de 
l'ammoniac 

A s s ~ o n  
ammoniac 

i" / Oxydation 
nitrites 

des 

Figure 1.3 Cycle biologique de l'azote (adapté d'Atlas et Bartha, 1987). La portion de 
gauche qrésenie les procédés anaérobies alors que la portion de droite déait 
ceux aérobies. R-NH, représente les groupements amiaes des protéines 
ceuiilairec. 

1.2.1 Assimilation 

 assimilation biologique des comp&s azotés df&e B leur conversion en compo& 
azotes organiques. Les plantes et les mimorgani.wies du sol peuvent asshiïer les nitrates 
(NO;) et les incorporer aux acides amines ou ib d'autres cornpot& azotes organiques de la 

celùile (R-NH3. Ils peuvent aussi réduire les nitrates en ammoniac (NHa en passant par les 
nitrites (NO,'). L'ammoniac est alors hcoqod aux pdymQes azotés. Ce procédé est appeïé 
réduction asbihtoires des nitrates. car i'atome d'azote est incorporé une moiécuie organique. 
L'ammoniac est sumut assimile lors de la formation du glutamate ii partir de I'a-Cetoglutarate. 
ua intermédiaire du mt?tabolisnie du carbone, l'aide & la giu- dtUydrogen8~e (réaction 



révemibk. Les ba*aies ont ~ O K S  recours il me deuxième enzyme, la gimmhe synthase qui 
nécessite de 1'6nergie (réaction 14). Mais comme le gliltamate est la moïhie clé lors de la 
formafion des autres acides aminés, le gintamate sera régénéré gdke ik h glutamate synthase 
(réaction 15). 

a-cétoglutarate + + NADH t, Glutamate + &O + NAD 
G1utamaîe + NX, + ATP + Glutamine + &O + ADP + Pi 
Glutamine + a-oétoglutafate + NADH + 2 Giutamate + NAD 

1 . 2.2 Ammonifi cation 

L'ammonikation est le proCedé par leqilel les composés azotds organiques sont 
transformés en ammoniac. L'autolyse. la décomposition et la putréfaction de la xm&e 
biologique sont responsables de cette transformation principalement gtSlce B la glutamate 
déshydrog~mise (réaction 13) (Postgate. 1987). 

1.2.3 Nitrification 

L'ammoniac peut eue réoxydé en nimte par deux groupes & bacteries nitrifiantes : 
Nizrosomo~s sp. qui oxyde l'ammoniac en nihrite et NitrObmer sp. qui oxyde les nitrites en 
nitrate. Ces deux classes de bactéries sont très répandues mais diniciles & isoler et B cultiver en 
laboratoire. Ces microorgaaismes exigent, en effet, des conditions de croissance particulières. 
puisqu'elles utiiisent l'énergie libérée par l'oxydation de l'ammoniac pour fixer le CO, (Postgate, 

1987). 

1 . 2.4 Dénitrification 

La dénitrification sera surtout eEectuee en anaérobiose par des mimrgaDiSmes qui 
peuvent utiliser les nitrates comme accepteurs finals d'électron au lieu de l'oxyghe. Les 
nitrates peuvent &e convertis en nitlites qui entreront ensuite daiis la section assimilatoire du 
cycle. Ii existe cependant plusieurs groupes de bactéries qui dduisent les nitrates en azote. Des 
exemples sont retrouvés dans les genres Pseudomolt4~, Micrococccics et 7hibbacillrrr (Postgate. 
1987). 

1.2.5 Nxaeon de l'azote 

La peste d'azote combine sous forme d'azote gazeux est compensée par un pro&& 
appel6 fixation de l'azote. L'habileté h hxer l'azote (diamtrophie) est limit& aux formes 
vivantes primitives* Elle est retrouvée parmi les pfoc81yotes (eubactéries et m~tabactQies). mais 
elle est absente chez les eucaryotes. M$ne parmi les bactéries. cene capacité n'est pas 
u n i v ~ i i e .  Il y a deux groupes de micfoorgani.cmes fixeteurs d'azote : les symbiotiques et les 
non symbiotiques. Les microorganismes symbiotiques sont associés aux plantes et œ sont & 



loin les plus importants agents biologiques de fixation de I'azote. MaIgd cela. les 
micromgmismes non symbiotiques cmtriinent de man&e importante B la fixation de Sazote 
dans les sols pauvres ou non fatiüses. Le premiPlt pmduit de la fixation est l'ammoniac, mais 1 
est assimiE presqye aussi rapidement qu'iï est prodmt Ji pourra cependant etre relEtcM drris le 
milieu sous forme d'acides aminés (Pd et d, 1994). 

1.2.6 Bactérks fixatrices d'azote (diazotrophes) non photosynth&iqaes 

Duraut les vingt dernières années, l y a eu ime augmentation du nombre de 

microorganbmes non-symbiotiqyes Connrmes canme etant fixateur d'azote. Ceci est 

indubitablement relie B lhtiüsation de nouveIles méthodes de detection des capacités fixatrices 
d'azote des microorganismes, dont la réduction de I'BCétyliEne. CePe methode a permis de 
v&ifkr la W o n  d'azote cbez ceriaines espèces bactériennes comme les Pseudimwnos qui ont 
ensuite été appeiées des "fmt8mesm; puisqu'elles pouvaient cror̂ tre sur des müwa sans azote 
combine, mais qu'eues ne fixaient pas rédiement le N,. Les "fànt8mesn sont des bactéries qui 
ont été prises pour des fixatrices d'azotes pour deux raisons. Remihment, l'azote combiné 
~ctrouvé dam les impuretés des produits employ& lors de la préparation des milieux de cultue 

est suffisant pour permettre leur croissance, puisque la teneur en azote de leur colonie varie de 1 
& 6 % au lieu des 10 B 15 % rettouvés nonnalement chez les bactéries. Deuxièmement, une 
bactérie dbotrophe peut se développer B I'intQieur de la colonie #une autre espèce bact&hme 
et ainsi fournir les composés azotés necessaire B la croissance de cette dernih. 

A l'exception des bactéries photosynthétiques fixatrices d'azote, la plupart des bactéries 
diazotrophes sont Mtérotmphes. mes néesitent un habitat qui leur foumit une source de 

carbone utilisable pour répondre & la demande &erg&ique m k a s a k  la fixation de l'azote. La 
dinotrophie a &é tetendue quelques bactéries chuniolithotrophes incluant les bactéries oxydant 
le m6thane et le souh. et B celles capable d'utiliser le tl, comme source d'energie en croissance 
autotrophe. De plus. certahs bactQies anaérobies facultatives des genres KIebsieliiz et 
fiterubacter qui nécesitent i3ae source d'azote combine? pour croître en aérobiose sont capables 
de fixer l'azote en anaérobiose (Evans et Bu&, 1992). 

Les bacteiles diazotrophes les plus cornues font partie du genre Azo&ucter (Tableau 
1.5). En effet, Art. chroococcwn a été ia deuxième -rie Eixatrice d'azote non symbiotique 
decouverte. Aujourd'hui. le groupe des Azotobacter contient plusieurs genres : Azotobacter, 

&ornonas, Awtococcus. Beuerinckia et DerXia Ils sont semblables en apparence; les ceIIules 
sont grosses, ovaies ou en bgtonnets, m o i s  mobiles, contenant des granules et formant des 
colonies giuantes lorsque cultivées sur un milieu sans azote. De plus, leurs wact&&tiques 

. . .  physiologiques sont tsmbes. En géntkd, les Azotobacter tolèrent la présence d'oxygene alors 



que T'rMtiaÉim de h croissance de Dmaa est ralentie en pdsence d'oxygbne. Si les baaéies du 
genre D d  sont les plus sensibles B l'oxygène, celles du genre Béijerinckia ont une toiérance 
moyenne. dors que les Azotobacter sont les moins sensibles 

Tableau 1.5 Bactéries dfamtrophes drobies mon symbiotiques (Evans et B d s ,  
1992) 

BaaQies diazotropbes Gem Espèces (exemple seulement) 
Aérobies A. ciuoococcum, A. vinektii 

MiCTOS1QOphiles 
(nonnallement aérobies 

lorsqu'eiies ne 
fixent pas I'azote) 

An&rObies 
faicultatives 

(aérobies lorsqu'eiies 
ne fixent pas l'azote) 

A. a m  
A. macrocytogenes, A. agilk 
B. indica, B. ~ m i n i s ,  B. nwbilis 
D. gununosa 
P. Ai/votrophicus 
A. ü p f e n m ,  A. bazilliemï 
B. j ~ i c u m  
M. trichospunrm. M. sporiccm 
T. f e ~ o o ~  
X flmtus, X uutotrophicus 
B. jwlymyxa, B. azotoftcmis 
Cfreudï i  
E agglomerani~ 
Eintennedia 
K. pneumoniae. K. oxytocu 

Proprionibacterialm P. shenntpiii, P. petersonii 

Les bacteries aérobies ou microaérophiles h~témtrophes. dont font partie les Azotobacter 
et Azospidlum. sont retrouvées dans le plupart des sols. Les Azotobacter sont, cependant, 
rarement retrouvés dans les milieux saüm (Jensen. 1981). Par ailleurs, les Beijerinckia sont 
reconnus pour &tie locaüses dans les sols acides tropicaux & l'h6misph&re sud (DUbereiner et 
Pedrosa, 1987). Cependant, Jordan et McNicol(1978) ont identifiés des bactéries appartenant 8 
œ genre B partir d'échantillons de sols provenant des Tefzitoires du Nord-Ouest canadien. R: 
plus, ils sont aussi retrouvés dans les sols humides comme les Denia. Les Beijerinckicr 
pré&ent les températures comprises entre 10 et 600C et un sol légèrement acide (pH 5,s-6.5) 
m&me SUS peuvent croître des pH variant de 3 5  9.0. Ils tolèrent aussi des concentrations de 
fer, d'aluminium et de manganèse caractéristiques des sols latériques (sols concentrés en m6taux 

souvent argileux et acides. sols rouges). B. hdbz (colonie "Gummy whiten) et B. f lu~ensr is  

(colonie blanc neige) sont les cieux especeS les plus faciles B identifier, dors que les autres. 



n'ayant pas de aradrhiques anssi marquks. sont plus dinicites i reconnaîî. donc peu 
riecherchées (Jones. 1976). 

Concentration en ions H* : le pH du sol interagit avec plusieurs f8Cteurs dont la disponibilité des 
nutriments. La Eixation de l'azote est plus efficace & un pH voisin & la neutralité (pH 

6.8). 

Sotme & carbone et d'energie : la plupart des compost% carbonés B faible poids rnokuhk  
peuvent &tre utilises de r n h e  que queïques cornposeS aromatiques (benmate). Les 
polysaîcharïdes et au- compos6s & haut poids moléculaue ne sont gédralement pas 
utilises B l'exception de l'amidon par& chroococcwn Iï a 6té demontré que l'addition 
de substances carbonées décomposables augmente l'activité de la nitrogC118se sauf pour 
quelques exceptions. 

Azote corniid : ü interfère avec le système de régrilation de la fixation de l'azote en permettant 
aux bactéries de croître dans des conditions où elles sont incapables de fixer l'azote. Un 
ratio carbone/amte combiné (UAc) < 70 fait diminuer le taux de fixation de i'azote. un 
ratio UAc < 26 arrête la fixation et un ratio UAc = 100 donne le meilleur rendement. 
Cependant. une faible quantité d'azote combioe peut avoir un effet stimulant sur la 
fixaton & l'azote. L'initiation de la croissance en présence d'azote combine permet de 
consommer l'oxygene et d'en diminuer la tension. Les bactéries diazotrophes peuvent 
ainsi croître ih des pH plus bas et ii des ternphtms plus élevées en présence d'azote 
combiné. 

Nutriments minQaux : le molyWate est necessaire h l'induction de la W o n  d'azote et sa 
concentration doit dtre plus éievée lorsque le pH est bas. œ qui est le cas pour les 
Beijerinckia. B plus. ces derniers n'ont pas besoin de calcium et tolèrent une plus 
grande variation dans la concentration en phosphate ÿusqu'à un minimum & 2 % dans le 
miiieu). 

Interactions avec les autres microorganismes : l'association des cüazotrophes avec d'autres 
microorganismes a un effet stimulant dans la plupart des cas. Elle peut etre reWe & la 
modification d'un substrat qui n'est pas appimilahle (ex. : cellulose). B la production de 

substances qui augmente la misamce (production de facteur de croissance) ou encore B 
l'enhement de substances inhibitrices. 



CHAPITRE 2 



CHAPITRE 2 

2.1 Vue d'ensemble du métabolisme 

Le metabolisme, qui comprend toutes les réactions chimiques qui permettent la cellule 

& se développer. est composé de deux grandes branches que sont l'anabolisme (la plupart des 
voies biasynth&iques) et le catabolisme (transformation et oxydation de composés complexes) 
(Figure 2.1). 

nutriments 

Figure 2.1 Vue simplifiée du m6tabolisme cellulaire 



Le m&aboîhe implique une transformaîhn des nutriments, matièra chimiques & 

~eaviromement, en COIlStituants ceIldaire& ll implique des &actions de biosynthèse. puisque 
le ta9ritat du métaboli.one est obtenu par la synthèse biocfiimique de nomeatu mat&hm. Ia 
biosynthèse est un procede qui Rquiert de l'energie et des molhies  carbonées de base. ïï 
existe &ux sources d'6nergie pour Les m i c r o o ~ e s  dans i'environnement : ïa lumière et les 
composés chimiques. La plnpan des m i ~ o o ~ e s  tirent leur énergie de la transformation de 
composeS chimiques (chimiotrophes) qu'ils soient organiques (chimiwrganotmphes) ou 
inorganiques (chimiolithotrophes). En outre. les microorgamSmes peuvent otiliser deux sources 
de carbone : le CO, (autotrophes) ou les composés chhiques organiques (h6thtrophes). La 
piupart des microorganismes chimioIithotrophes sont autotrophes alors que les bactezies 
chimimganosophes sont hethtrophes. Cependant, artains microorgani.wies ont la capacité 
d'utiliser les composés inorganiques comme source d'6oergie et les composés organiques 
comme source de carbone, ils sont appelés mixotrophes. Cette appellarion s'applique 6gaaatient 
aux bacteries qui sont capables de fixer le CO, en même temps qu'elles assixdent le carbone 
organique. 

Le cataboiisme. par aiUeurs, est le procédé par ie9ue1 les composés organiques sont 
scindés en plus petits constituants qui seront ensuite utilisés dans les voies biosynthétiques 
(Figure 22). Cette sQie de réactions a pour effet de Libérer de l'energie. 

Polymères organiques compkxes 
ex: prot&nes, polysaaharides. lipides 

Monomères 
ex: acides aminés, sucres, acides gras 

ex: pynivate, acides oétoniqu'ies 

oxydation 1 ..de 

Figure 2.2 Représentation des diff6rents stades du catabolisme (adapté de Dawes 
et Sutherland, 1992) 



2.2 Métabolisme des hétérotrophes 

La femientation oiî le composé mgamSue sert & la fois de donneur et &accepteut nnal des 
tkctrons* 

La respiration oh I'oxygène ou d'aimes cornposés inorganiques ou organiques sont utilises 
comme accepteurs nnals des électrons dans les chaînes respiratoiresires Ces 
chaînes acceptent les éieçtnias d'on donneur et les transférent B un accepteur 
tout en pemettant de CoIlSeNer I'Qlergie ~ k h é e  pour la synthèse d'ATP 
(transporteur d'energie). 

Les séries de dadons impliquées daas l'oxydation des composés organiques sont 
appe&s des sentiers mt?taboliques- Trois sentiers principaux (Embden-Meyerof-Pamas, 
Pentose phosphate et Entner-Doudoroff) sont utilisés. autant lors de la fmentation que lors & 

la respiration, pour la degradation primaire des composés organiques. Ils permettent la 
eaiisfomation des sucres en pyruvate. La decomposition primaire des rnonom&es xeIgche une 
ûubk quantité d'eaergie et quelques metabolites intesm~diaires simples. Le destin de ces 
molécuiles va dépendre de la présence ou de l'absence de l'oxygène ainsi que de son utüisation 
par la cellule. Chez les bactéries aérobies, les produits de la décomposition plimaire vont en= 
dans le cycle du ci- m) ( a d  COMU sous le nom du cycle de Krebs ou des acides 
tncarhxyliques) 00 ih seront complètement oxydes en CO, et en eau 

2.2.1 Le sentier Embden-Meyerof-Panias (EMP) 

Le sentier Ernbden-Meyerof-Pamas ou giyc01yse est retrouve surtout chez les bactéries 

auaérobies strictes ou facuitatives. La première etiipz de i'utilisation des glucides implique le 
transport transmernbranaire et la phosphorylation. Un grand nombre de b a c W  transportent et 
phosphorylent sirnuitanément les hexoses et hexitolî en une seule etape catalysée par un système 
& transport mdtienymatique dépendant du phosphoénolpyruvate (PEP) appeïé PTS. Le 
sentier ou cycle EMP parnet la traasfarmation du glucose en pynivate selon la e t i o n  globale 
16. Dans ce sentier. une mole de glucose est phosphoryIée deux fois pour donner une mole de 
fhctosel.6-bisphosphate (FDP). Le FDP sera ensuite divise pour forniet deux moles & 

ûi0se-P qui seront £inaiement oxydées en PEP et en ppvate. 



Il y a trois raisons pom consicker la glycolyse comme un cyck plutût qu'un sentier lors 
de i ' m m  de plPsieurs sucxes (Matin, 1978). 

Premièrement, lbne des detut mol8ciiles de PEP formées B partir du utsùx,Iicme du 
gîiw>se est utilisee lors de Htap du transport da glucose dans la cellule. 

Deuxièmement, i'ATP synthétise est utilise pour la phosphorylation du hctose-6-P. 

Et troisièmement, le Pi et SADP utilises pour la syrithese de SATP doivent &= régénérés 
pour que le cycle continue. 

Deux enzymes de œ sentier catalysent des réactions rn&a.boliques irréversibles. 
Shexokinase et k phosphofructokinase (PFK). L'enyme clé de œ sentier est la PFK Ek 
cataiyse la conversion du firictose-0-P en fructose-1.6-bisP (Doelle, 1975). Les baaéxks qui 
iitiüsent seulement ce sentier catabolique lors de ïeur croissance demandent un milieu de culture 

complexe. puisqu'il n'y a pas de biosynthèse des précurseurs pentacarbonh. 

2.2.2 Le sentier des Hexoses Monophosphate (HMP) 

Le sentier complet porte aussi le nom du cycle des Pentoses phosphates (réaction 17). 
Pour que le cycle soit complet, les bactéries doivent posséder la hctose-1,dblrphosphatase et 
la glucosed-phosphatase qui permettront au glycérai#hyde-3-P de remonter le sentier EMP 
jusqu'au glucose-6-P. Lorsque le sentier partiel (réaction 18) est utilise. le glycéraid6hyde-3-P 
va emprunter le sentier EMP vers le pyruvate au lieu de le remunter. 

Glucose + 12 NADP + 7 &O + ATP o 6 CO, + 12 NADPH, + &,PO, + 4 ADP (17) 

3 Glucose + 6 NADP + ATP w 
2 Fructose-6-P + GiycQaldehyde-3-P + 3 CO, + 6 NADPH, + H3P04 + ADP (18) 

Les bactéries aérobies vont utiliser de préf6rence le sentier partiel au cycle pour obtenir 
leur energie au moyen du pyruvate et du cycle du citrate. De plus. œ sentier est souvent utilisé 
par les bactéries qui ne possèüent pas l'enzyme aldo- du sentier EMP, mais il peut aussi &tre 

uÉilisé en combinaison avec les sentiers EMP ou ED. 

Le sentier HMP complet foumit une alemative B la glycolyse et au cycle du citrate. Le 
fonctionnement de œ sentier nécessite de I'oxygene ou un autre accepteur fiaal d'éiectfons et 1 
peut mener B l'oxydation complète en CO2. La quantité d'energie libérée B partir de l'oxydation 
compl&te du glucose par ce sentier est comparable & cene obtenue par la glycolyse. De plus, iî y 

a cinq avantages B utiliser ce sentier chez les bact6ries qui en sont capables (Saier Jr.. 1987). 
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Premièrement, ks réactions se passent dans le cytoplasme et @aèrent du NADPH 
(cofacheur paincipai de la biosynîhèse) au lieP du NADEL 

DeWiimement, le ribose->P. qui est neassaire B la synthèse des purines et pyrimidines 
ainsi qu'8 celle des mdes aminés aromatiques, est synthétise par ce sentier- 

Troisièmement, ce sentier perinet k catabolisme des trioses. tetroses. pentoses, hexoses 
et heptoses. 

Quatriemement, il permet leur interanversicm. 

Et fidement, la fixation du CO, utiüse certaines des eiizymes de ce sentier- 

2.2.3 Le sentier Entner-Doudoroff (ED) 

Les W r i e s  aérobies obligatoires qui sont déficientes en PFK et qui ne peuvent par 
conséquent synthétiser le fructose-1,dbbP ptiüsent rnajori~ment œ sentier pour dégrader le 
glucose. Ce sentier diverge du sentier HMP B partk du 6-P-glucoaate qui perd une rnoiécuk 
d'eau et qui est divisé en deux pour donner une molécuïe de gïycéraMéhyde-3-P et une mol&& 
de pyruvate. Ce sentier est surtout retrouve chez les Pseudomonas et chez les espèces 
bactériemes gram-negatit 

2.2.4 Le cyrle du citrate (TCA) 

Plusieurs bactéries aérobies obtiennent leur énergie partir de I'oxydation cornpl&e du 
pyruvate au moyen du cycle du citrate (réaction 19). 

Pyruvate + 4 NAD + FAD + 3 CO, + 4 NADK + FADK (19) 
Ce cycle alimente k ceilde non sedement en enagie mais aussi en précursems pour la 

synthèse du matériel cellulaiie (Brock et aL , 1994). Cependant, l'utiüsation des rnol&uks du 
cycle au profit de la biosynthèse pourrait intenornpre le cycle; pour le regarnir, il existe des 

réactions dites anaplérotiques La plus importante de ces réactions est la transformation du 
pynivate en oxaldtate c8talys& par la pynivate carboxylase qui contient de la biotine (réaction 
20). Deux autres n5actions pemettent aussi de regmir le cycle du ciîrate, eIles impliquent la 
PEP carboxyiase (réaction 21) et I'enqme maliqile (réaction 22) (Saier, 1987). Toutes ces 
-011s impiiquent la fixation du CO,. En générai. les bactérk M ~ t m p h e s  ont un bilan net 
de production de CO,. Cependant, ceiraiiies b a d r b  Mtérotrophes (proprionébactéries) qui 
atilisent le glycérol wmme source de carbone font exception B cette r&gIe, ils fixent plus de CO2 
qu'ils n'en refachent (Wood, 1989). 

Pyruvate + CO2 + Am+ 5 O Oxaloacétate + ADP + Pi (20) 



L o r s q ~ e l e s b ~ ~ t i l i s e n t d e s o t c i d e s g r a ~ ~ ~ & P ~ c ~ m m e ~ ~ a r ~ e & ~ ~ ,  

FaCetyi-CoA est f o d  &ectement sans passer par le pynivate. Daas ces conditions, ü n'y a 
ancrui moyen & gtbéxer & I'ox&a&ate h partir du pymvate par la réaction & la pymvate 
carboxylase. Cependant, la croissance am dépens de i'acétate induit la synthèse de &ux 
enzymes : l'jsocitrate Iyase et la malate synaiase. Ces deux enzymes qui permettent de court- 
chcuiter i'&ape & ~ x y l a t i m  du cycle âu citrate forment le cycle du giyoxylate. Ce cycle 
fonctionne donc sans *'aucun atome de carbone ne soit perdu sous folme de CO,, et les 
moIécules 9 4 carbones forxnées h partir & i'&tyI€oA fourniront les prhrseurs nécessaires & 

la biosynthese. 

2.3 Métabolisme des bactéries chimioantotrophes 

Contrairement aux bactéries h6térotrophes. les bactéries chimioautotropbes ne peuvent 
assimüer le carbone organique et en tirer leur energie. Elles devront donc utiliser le CO2 
atmosphéxique comme source de carbone et difftrents composés inorganiques qu'eh pourront 
oxyder tels le SO, ~ e ~ '  m. etc. comme source d'energie. 

Trois sentiers sont utiiisés chez les organismes autotrophes pour la W o n  du CO2. Les 
bactéries aérobies fixent habitueilement le CO, par le cyck & Calvin. tandis que les bactéries 
anaérobies !%cent le CO, par le sentier de i'&tyI-CoA ou par b cycle de réduction du citrate 
(Fuchs. 1989). De plus. certaines w o n s  anaplémtiques permettent aussi la fixation du CO, 
autant chez les bactéries automphes qu'hétérotrophes (voir 23.4). 

2.3.1 Cycle de Calvin ou cycle de la dbuiose bisphosphate (RuBP) 

Le mécanisme de la fixation du CO, est divisé en trois phases : la fixation du CO2. h 
Wuction du CO2 M et la dgénQation de i'accepteur primaire. Lors de la fmtion, le CO, est 

incorporé it une rnolécuie de ribulose-1.5-bisphosphate grilce B la ribulose bisphosphate 
carboxyhse (RuBisPC8se). Cette molécuIe est ensuite réduite et r n h  h la formation & deux 
rnoiecuies d'acide 3-phosphoglycénque (PGA). Après M réarrangement nécessitant & 

l'énergie, une nouvelle moIécuîe de ribuiose-1,Sbisphosphate est pfoduite et une paitie du 
carbone fixe sert A la synthh du matériel ceiiuiaire. Dans ce cycle, seuls deux enzymes, k 
ph~sphoribulokinase et la RuBisPCaset sont spécifiques aux organismes chimioautotmphes, 
puisque les autres enzymes appartiennent au cycle des pentoses phosphates. Ces enzymes sont 
ïnductibles et leur synthèse sera r@imée par la présence de matiens organiques dans le milieu 



de culture œ qui ama pour enet d'iïber la croissance des bactéries autotrophes obligatoires, 

Ppissu'eîies ne pourront fixer le CO2. 

La RuBisPCase forme des incIusians polyhédnques appeïées carboxysomes. En plus de 
la RuBisPCase, une CaT8CtQiS8tion plus approfondie des carboxysornes de T. neqmlitrmrcr a 
démontré la présence de tous les enzymes du cycle de Calvin (Beudeker et Kuenen, 1981). 

(Kuenen et Beudeker, 1982) possèdwt des carboxysomes. Leur présence est nue cependant 
panni les bactéries chimioIithotrophes fdtatives, les deux seuls h poséder des carboxysomes 
etara %1110nar mtamcdia (T i n t d u s " )  et T. CICidOphilrrr. S. p-ce des 
Catboxysomes est induite sedement en condition d'aumtrophie chez mm intennedicr, alors que 
chez T. acidophüus, la présence de carboxysomes, en quantité moindre cependant, est observée 
m h e  sous des conditions de croissance h&?rotrophe et d, 1990b). 

2.3.2 Cyde de r&ucüon du citrate 

Même si le cycle de Calvin est presque ubiqiritaim chez les banQies chimiolithotrophes 
&obies fixant le CO,. le cycle est absent chez @&ogenobacter thennophih (Shiba et aL. 
1985). Dans ce cas. l a eté démontré que la fîxation du CO, etait assumée par le cycle & 

Wuction du citrate (cycle du citrate inversé). et que la RuBisPCase et la phosphoribdokinase 
&aient absentes. 

Le cycle de réduction du citrate est u W  pour former du citrate & partir de I'oxaloa&ate 
(rktion 23). L'oxaloacétate est réduit au succinate par la malate déshydrog6nase. la fwiarase 
et la fumarate réductase. Ensuite. le sucQnate est active en succinyLCoA par l'action de la 
succinyl-CoA synthase. M. deux dactions impliquant la fixation de CO2, catalysées par l'a- 

CetogIutarrrte synthase et l'isocitrate deshydrog6118se. mènent B la formation d'isocittate qui sera 
eosoite transforme en citrate par l'aconitase. Enfin, le citrate est transfome en acétate. puis en 
&tyI€oA et en oxaloacétafe par l'Amcitrate lysse. 

ûxaldtate + 2 CO, + 8 H o Citrate (23) 
La sede e t i o n  inéversible de œ sentier semit œk impliquant la fumarate réductase. 

Cependant, cette réaction est réversible chez DemNbacter hydrogenophilu~. Cette bactérie peut 
fixer le CO2 sous des conditions & croissanoe autotrophe et oxyder l'acétate en Mtérotrophie 
(Fuchs, 1989). Cert8ins enzymes du cycle de réduction du cisate sont différents de ceux du 
cycle oxydatif du cimite; la fumarate &ductase, Sa-Cetoglidarate synthase et i'ATP:citrate lyase 
remplacent respectivement la succinate d6shydmg6nase. I'a-Cetogiutarate déshydrogCnase et la 
citrate synthase. 



2.4 Métabolisme des bactéries thio-oxydantes 

Meme si les bac%?& thi~xydantes  se distinguent pxincipiiiement par lerP habilité 1i 
gé- de i'energie B partir de composés sonfiés inorganiques. Cenames de ces bactenes 
possèdent aussi plusieurs caractensh<liies . -  du mégbolisme &ergétique des betéromphes. En 
réalité. ii existe tout un spectre de métabolisme MQent (Tableau 21)- 

Tableau 2.1 Type physiologique parmi les bact6ries non photosynth&iques 
thio-oxydantes (adapté de Ruenen, 1989) 

Source d'énergie Sourcedecartw>ne 

Type physiologique 

2.4.1 Physiologie des bactéries cbimiolithoautotrophes obligatoires 

Les bactQies thio-oxydantes chimiolithoautotrophes obligatoires appartiennent aux 
genres Thiobacülus et Ihwmicrospira Ce sont des organismes très spécW& possédant un 
m&abolisme relié B leur mode de vie. Ces bactéries sont incapables de tirer leur énergie de 
l'oxydation de composeS organiques en raison & leur capacité eès limitée B utiliser ces 
cornpods exogenes. Le sulfur & dimethyIe est l'exception, puisqulii peut servir de source 
deénergie en étant oxydé en CO, et en sulfate (Kuenen et Bos. 1989). 

Contrairement aux ZXobdllrrs qui fixent le CO, au moyen du cycle de Calvin. les 
espèces du genre Thiomi~ospito &nt vraisemblablement le CO, en utüisant le cycle & 

réduction du citrate. mais aucune analyse détaillée n'a eté publiee jusqu1& maintenant (Kelly. 
1989). 

Comme la fixation du CO, demande de I'energie. les bactéries autotrophes obiigatoires 
n'ont pas inté& perdre le carbone fké en produisant de le&ergie par le cycle du citraîe. Eiles 
ne possèdent pas le complexe de I'a&giutarate déshydroghase ce qui signifie que le cycle du 
citrate est intomplet. La présence des enymes du cycle du glyoxyate p o d t  permettre B ces 
bactéries d'utiliser cemhs substrats carbonés m court4rmiitant l'lUtape de I'adtoglutarate 
déshydrog6nese. Cependant, en plus de posséder un cycle du citnite incomplet, le cycle du 
glyoxylate est absent chez ces bactéries. Ceci expïifpe 1"mcapacité de ces organismes utiliser 



l e s intesrm~ducyc le~airaec~mme~~bstratspourlarespirat i~t le ta ins ient irer& 
i'énergie. Ces m&ablites seront plut8t transformées ai prhmeurs necesseires B ia 
biosynthb et i n c ~ ~ ~ r é e s   an^ COIlStiniftnts ceîldakw (Maain, 1978). Le cycle du cimm esi 
donc divise en deux parties, une partie réductrice et une oxydatrice. Pour se rendre au succinate. 
l'organisme doit utihx hi voie maplen,tkpe de la pyruvate carboxylase pora d'abord 
transformer le pyniV8te en oxai08Cétate- Dans l'antre moi* du cycle, I'acétyl-CoA va &agir 
avec l'oxaloacétate et se rendre jusqu'g I'adtogiutarate. Le cycle joue dom: un r8le purement 
bbsynthétique comme pour les bactéries M ~ a o p h e s  ana&obies. 

M h e  si les k t 4 i e s  chimioïithotrophes obligatoires tels T. neqmtit4nus, T. thiopmrcr, 
T. denitrjicms synth&hnt leur carbone organique h partir du C4, elles peuvent aussi assider 
entre 20 et 30 8 de lem carbone B partir de composés organiques exogenes. L'assimilation de 

ces composés organiques pour la biosynthèse du matériei cei1uhh pennet d'epargner & 

Mnergie, mais mut comme ia m o n  du CO,. elle est dépendante de l'oxydation de composés 
soufkés inorganiques. Lorsque la Qoissaace de ces organismes est efféctuée dans des 
conditions Iimitantes en energie et en présence de composés carbonés organiques simples tel 
l'acétate, le rendement ceUnlaire est plus &ve qu'en son absence. L'utilisation du rn6tabolisme 
Mgromphe energ6tique de ces bgctQies se produit surtout sous des conditions de privation aux 
dépens de matQieIs de réserves internes mmme le glycoghe. Ces réserves peuvent &txe 

oxydées en présence d'oxygene ou fermentées en anaérobiose (Kuenen et Bos, 1989). 

La plupart des bactQies chimioiithotrophes obligatoires ne possèdent pas les enzymes 
clés des sentiers EMP et ED. Aucune activité de la phosphofnictokhase n'a C t é  trouvée dans les 
extraits ce11uhires de T. ~ t i t m u c s  et de T. ahiooxic2mts- Cependant, la présence des enymes 
du sentier HMP a été demontrée (Matin. 19î8). La réguiation de ces sentiers mtbboliques chez 
ies bactéries chimi01ithottophes obligatoires est diffe~nte de celle des hCt&otrophes, puisqu'ils 
ont seulement une faction de biosynthèse. En gneral, la présence de comp&s organiques 
dans le milieu euni seulement un effet minime sur i'activité des enzymes autres que la 
RuBisPCase, 

La capciré limitee des chimiolithotrophes obligatoires ih assimik les composés 
organiques exogènes a souvent eté reiiée ii l'absence de mécanisme de transport membnuraire. 
Néanmoins, l'acétate est absorbé par diffusion, meme par les hetémtrophes, ce qui explique son 

0 .  amdat ion  par les bactQies chimiolithoautotrophes obligatoires. De plus, T. neaplitrpucs 

utilise un gradient &arochimique comme source â'energie pour le transport actif d'acides 

aminés comme b font les h6térotropbes. Nous ne savons pas si ces bzstérh posedent des 
mécanismes de transport actif pour les sucres et les acides organiques (Matin, 1978). 



2.4.2 Physio10gIe des bactéries chtmt01thoaatotrophes factlltative~ 

Cm-t aux chimiolidi08~t0tropbes obIigatohs, les orgariismes f8CU1~.  en 
plus de adae en amtmphk en utühnt les compoJes sot&% inorganicps comme soni~e 
d'energie. pewent aussi cmîtze en hétémtrophie- Ces bact&es appartiennent aux genres 
ïRiobclcillus, ~ % ~ ~ O O I C L S ,  SU&O~~~LCS, ThemwtrLic; Parawccus, Rrrllstoni41 ("Hydrogenomonas") 
et SulfobociUIcr~ De plus, comparé au mfbbolisrne relativement réduit des baaéxks thi* 
oxydantes obligatoires, les organismes fiuniltati& ont an m&bolisne qui a la capacité de 
s'ajuster aux changements de disponibilie des substrats (Kuenen et Bos. 1989). 

Whiaenbuxy et Kelly ont postulé en 1977 que les bactQies chimiolithotrophes 
facultatives devaient &re soit de très bons cbimiolithoautotrophes, soit de très bons 
chimiolithoh6téroÉrophes pour compétitioaaer avec les autres bactéries. Cependant, Ieur taux de 

Cfoissaace en autotrophie ou en h&érotrophie est iaferiew B celui des organismes Specùiiistes- 
Lorsqu'un rn- & composeS organiques et inorganiques est foufni. les organismes 
facultatifs vont souvent démontrer une missance biphasique (diamique). Cependant, lorsque 
la concentration des composCs énergétiques etlou carbonés est Iimitée, plusieurs substrats 
peuvent &tre utilisés simultanément (Kuenen et Bos. 1989). 

Comme pour les Thiobacillrrs chimiolitbautotrophes obligatoires. les thiobadks 
facuitatifs &nt le CO, par le cycle & Calvin. Cependant, la RubisPCase est réprimée durant la 

croissance en h&&otn,phie (Kelïy. 1989). En condition de croissance mixomphe. les bacmes 
démonmnt une activité moyenne de la RuBisPCase. De plus. une utiïiaion efficace des 
ressources disponibles est démontrée. La fixation du CQ, sera induite lorsque le ratio des 
composés SOWS par rapport aux composés organiques &vient si élev6 que les composés 
organiques ne rencontrent plus la demande en carbone organique. Au conuaire. si le ratio est 
bas. le substrat organique peut servir de source de carbone et d'énergie. Dans ces conditions, le 
composé soufké inorganique sen de source d'énergie nipphentaire (Kuenen et Bos. 1989). 
Conbairement aux thiobaciUes. les b c & h  chimiolith08~totrophes faaitatives qui oxydent 
l'hydrogène ("knailgas bacterian) peuvent aussi croître en chimiolithoautotrophie sur le soufke en 
fixant le CO2 au moyen du cycle de riéduction du citrate* De meme. Su~olobccs et Acidimus 
n'utilisent probablement pas le cycle de Calvin. car ils semblent fixer le CO, par uri sentiex non 
établi qui parPrait etre un cycle de réàuction des acides carboxyliques srnilaire B celui des 
bactéries vertes soufkées photosynthCtiques ou B celui des bactéries sulfata-réductrices (Kelly. 
1989). 



LeseiiymesdeedessentietsEMP,EDetHMPoat~trow&dansp~~miisles 
exaaits eaymatiques des chimiolithoautotrophes ~~ en croissance sur les hexoses. 
exception Mte de T. llovellrcs qui ne possede pas la pho~ph~gi~conaîe déshydratase (ED). Chez 

R euzropha ("Alcaügend-"Hydn,genomonas eutropbus") et ZRm mtennedi4, les enzymes du 
sentier ED sont activées par la présence des siiaes Cependant, la concentration des enymes du 
sentier HMP nste *aie et inchangée, et la concentration de la fnictose-1.6-bkP aldolase 
diminue. Au contraire, la coricentration des enzymes des trois sentiers augmente chez P. 
vmutrrs et T. acidophilus (Math, 1978). Ik plus, les bactéries chimiolithoautotrophes 
f h b r h s  possèdent un cycle du citrate complet ef en gt?nM, la concentration des enzymes 
augmente lors de la croissance en h~tQo6rophie œ qui est en accord avec leur r8le de ghémion 
d'energie (Math. 1978). Le présence des esizymes du cycle du glyoxylate a 6îé démontde chez 
Pserrdomonas f d ü s  ("Hydrogenomonas fàcilis"), T. novelhs, P. versutus (Tbiobacillus 4" - 
'T. versutus") et oertaios thiobaciïles theanophiles. 

Des &u&s physiologiques sur des cuitures en cuvée ("batch") de bam&ks 
chimiolithoautoimphes facultatives wmme P. versutus ont demontré la répsion de la M o n  
du CO2 et de la génération d'énergie B partir de I'oxydation des composés soufrés inorganiques 
par l'addition de substrats organiques dans le milieu (Gottschal et Kuenen. 1980). Ie mode de 

culture peut aussi influencer Sutilbation des sentiers mt5taboQues. P. versutus utilise les mis 
sentiers lorsque cultive en cw& ("batch"), et seulement les sentiers ED et pentoses phosphate au 
cours de croissance en culaire continue (Wood et Kelly, 1981). 

Les bactQies chimiolithoautotrophes facuitatives ont un m&abolisme intéressant du point 
de vue de la n5guiation entre le m6taboli.une autotrophe. mixotrophe et h&émtrophe. Les etudes 
tendent a démontrer que : 

le taux de la RuBisPCase durant la phase stationnaire de la production de la biomasse 
d'une culture mixotrophe est detanid par la concentration relative des substrats 
inorganiques et organiques lorsque les deux sont limitsuits; 
la proportion du carbone assiuW lh partir du CO, et du carbone organique est aussi 
dependante de la conœntration du substrat et mggh un mecanisme de régulation qui 
permet B la cemile d'utiliser le plus efhcacernent possible Mnergie m&abolique 
disponible pour maximiser la pductioa de la biomasse; 
un d i e u  permettant une croissance mixoaopbe tend ik sélectionner et ik donner un 
avantage potentiel aux bactéries mixotrophes lofsqulelles sont en compétition. dans une 
culture mute (et possiblement aussi dans l'enviro~ement). avec des bac* 



2.4.3 Physiologie des bactéries ehimlo~thoh&&ophls et chimioorgano- 
hCtCrotrophes 

Les bacttkk h~tQotrophes qui sont capables d'oxyder les cumposeS serinés 
inorganiques peuvent &e divisdes en deux sous-groupes : ceux qui bient de I'energie du 
procédé (chimiolithoMt&otrophes) et ceux qui, i pm&e vue, n'en tirent ancan bQefice 

(chimioorganoh6térotrophes). 

Le premier groupe inclut des membres des genres ThiobcrciUw et Pseudomol~ar, mais 
peu d'&udes ont porte sur le m6taboiïsme de ces bacteeies thio-oxydantes h&érotrophes. L'une 
d'elles portait sur le Thiobocil%s Q qui peut cm& & mm&e h6tQotmphe ou mixotrophe sur 
un méïange d'acetate et de thiosulfate. Cet organisme ne peut cependant crol i  en autotrophie 
complète. Un autre exemple de croissance chirniolithobetérotrophe est cehi d'Hyphomicrobiwn 
EG en croissance sur le nilfur de dimethyle. Iï a eté &5montré que œ corn- est initialement 
m~tabolisé en formaldéhyde et en sulfnre d'hydrogene. Par kt suite, le f-déhyde est utiüse 
comme source de C8fbOne et d'energie, et le H2S est utilise comme source d'énergie 
suppl6menîaire. Iï n l  a aucune &idence & fixation autotrophe du CO, sous aucune condition 
de croissance (Kuenen et Bos, 1989). 

Le deuxieme groupe comprend les genres Thiospim et M m m o n u s  ainsi que certaines 

esp&es du genre Beggiotoc. Ces bactéries ne semblent par produire de l'energie utile pour leur 
rn&aboiisme, mais elles bénéficient de l'oxydation du H,S en détruisant le peroxyde 
d'hydrogkne foxme lors du métabolisme hétérotrophe. En même temps, l'oxydation du H,S 
produit des granules de soofre intemes qui pourront seMt d'accepteur d't?lectron lors & 

l'oxydation des composés organiques en Wrobiose. 

2.5 Métabolisme des bactéries diazotrophes 

Les baa&ies diazomphes utilisent les trois sentiers métaboïiques principaux retrouvés 
chez les microorganismes. puisqu'elïes sont, pour la plupart, h6térotrophes. Le dtaboiisme de 
œ groupe bactérien est srirtout caractérisé par leur apcit6 h ritiliser i'azote g82eux (NJ comme 
source d'azote (N). Pour ce faire, elles possèdent une enzyme appeïée nitrogena~e. Cependant, 
œue eayme est sensible B l'oxygene et, avec le temps, les microorganiwies aérobies se sont 
adapté de manière & etre capables de f w r  l'azote tout en utïbmt l'oxygène pour ia respiration. 
De plus. plusieurs f8~teurs environnementaux peuvent influencer la croissance et la kation de 
l'azote chez les diezotrophes. 



Les baa&ies diaziotrophes catdysent une réaction qu'un chimiste considérerait dZiciïe. 
Lbzote gazmx est une mol6ciile t&s peu réactive. Ce composé chimique est très stable en 
raison du lien triple qui relie les &ux atomes d'=te (N=N). Le catalyseur biologique qui 

permet de renàre cette moîécuîe réactive doit âonc passeder des cama%Wques exceptiomelles. 
La OitrogeaaSe est COClStituée de deux protéines : Sune. plus grosse. contient un atome de 

molybdène et M atome de fa.  I'autre. plus petite. ne contient qu'un amme de fer. La 
conversion dime molBnile de N, en deux mokuks de NH, implique me réduction de l'azote 
où I'agent réducteur est l'hydrog&ne. Cette réaction demande de l'energie (ATP) et peut 
demander jusqu'h 16 moEcuks d'Am pour transformer une mok?cuïe de N, en NH, (réacton 
24) 

Ce procéd6 est donc t&s energivore. L'organisme doit utüiser des éîéments nutritifs en 
grande quantité pour lui foumir I'énergie n é c e s a h  & la formation de I'ATP (par exemple le 
glucose). De plus. cette enzyme a besoin d'un ion magnésium (MgU) pour bien fonctionner* 
En plus de sa capacite ii transformer l'azote. cette enzyme peut aussi former de l'hydrogbe 
gazeux B partir des ions H+ de l'eau en absence d'azote (en tube). elle est donc assez puissante 
pour décomposer i'eau. En réalité. cette réaction est présente dans la cellule lors de la fixation de 
l'azote, mais la cellule est capable de recycler l'hydrogène gazeux forme. 

D'aums mol&ules possédant un lien triple @acétylène. ie cyanure d'hydroghe. I'acide 
hydrazo'ïque et l'oxyde nitreux) peuvent aussi &m transformées par la nitrog6nase. Le 
monoxyde de carbone n'est pas tranSform6. mais ii peut cependant inhiber la ni&ogenase. 

2.5.2 Nitrogénase vs oxygène 

La nitrogc?nase est sensible il l'oxygene œ qui force les bac- anaérobies facultatives. 
microaérophiies et aérobies B la protéger (Postgate. 1987). Elies ont développé din6rents 
mécanismes pour proteger la nitrog&mse de l'oxygene. 

2.5.2.1 Bactéries diazotrophes d m b i e s  facuitativcs 

La plupart des bact&es diazotrophes anaérob'i facultatives &nt l'azote en 
dmbiose .  mes pourront toutefois fixer l'azote en présence d'oxygene B condition que celui- 
à soit consummd par les ceîïdes au fur et & mesure qu'il diaise dans le milieu Dans & telles 
conditions, les bactéries croissent en aérobiose tout en étant dans des conditions limitantes en 
oxygkne. 



n existe des badéries qui sont sensibIes & l'oxygtine mais qui en ont quand &me besoin 
pur  crolm : œ sont les micmaémphiles PlllSiems ba&ies dhmttophes aérobies se 
comportent comme des microaQophiles Iorsqu'elles fixent l'azote. Dmxb guntmosa en est un 
bon exemple. Lorsquime popnlation & ceoe ba&k est étai& sur un miüw géiosé contenant 

peu d'azote combiae, queïques organisnes vont former & grosses colonies jauœs gluantes qui 
&nt vigomusement Same, dors qne les autres colonies nsteroiit petites et incolores. Ce 
dimorphisme colonial peut etn aIW si les vsses de p&ï sont incukk en microwhilie 
(tension en oxygène de 0,05 atmosphère) ou si des traces d'un sel d'ammonium sont ajoutées 
I'agar (5 pg MI,Cl/ mi milieu, n'influenceront pas l'activité de la nitmghue). D'autres 
espèces de bactéries àiazotrophes aérobies tels X;cprt i ioEiiactcrpmt~~~,  Azospirülunr l i p o f e w  
Xmthobc~cter armaophicus et les badrks qui oxydent b methane démontrent une sens'biliîé & 

l'oxygène similaire D. g m s a  Chez les Beijerinckia, Ie taux & fixation de l'azote augmente 
lorsque! la temur en azote est supérieure B 0,8 atmosphère. De meme. la fixation de l'azote 
augmente chez les eS aérobies lorsque la teneur en oxyg6ne est faible (iierieure B 0,2 
atmosphere) (Paerl et d. 1981). 

RespirationLes bactéries dïamtrophes m&robies faculratives ou xnicroaérophiles vont 
faer l'azote en présence d'oxygene seulement si ia respiration kur permet de diminuer le taux 
d'oxyghe & un niveau Wme. La respiration permet de g6nérer de I'ATP pour tous les 
organismes vivants non fermentantS. Cependant, chez les diazomphes, tout en gé-t de 
I'ATP, la respiration sert de mecanisme & protection de la nitrogt5nase contre Soxyg6ne. 

2.1 2. 3 Polysaccharides 

Les bactéries dhzotrophes forment souvent de grosses quantités de polysaccharides 
extraceIIulaires : les colonies mucoïdes des Be~erinckio peuvent etre très spectaculaires. Iï a 4é 
sugg6ré que cette couche de polysaccharide diminue la diffugon de l'oxygène jusqua la bactérk 
et forme ainsi une barrih contre l'oxyg6nation excessive. Maip certaines espèces de MebsielCa 
et & Rhiwbium productrices de polysaccharides semblent aussi sensibles h l'oxygene que 
d'autres qui n'en produisent pas. 



2.6 Métabolisme du phosphore 

Tons les orgtinismes vivants -nt du phosphore pour leur croissance et lem 
métabolisme. C'est un facm essentiel B la fcmiaticm L I'énergie celiiilaire (ATP) et de 
cManies stmtms tell* (ADN, ARN, phospholipides). Le cyde de phosphore implique 

essentiellement la conversion du phosphore organique B son 6tat inorganique a celle de Stat  

inorganique B organique. Cependant, ccmtrairernent am cycles microbiens du so&e et de 
l'azote, le phosphore, en g~~ IE subit pas de réactions d'oxydation ni de réducti011, De 
plus, il est suttout retrouve sous forme d'ion phosphate (PO,%) (Jones, 1997). Par ailleurs, les 
ions phosphates ont tendance B se combiner avec plusieurs cations et B former des sels 
msO1ubles. Cependant, plusieurs mirrrmrganbes héîhtrophes produisent des acides 
organiques qui solubilisent ces sels (Atlas et Bartha. 1987). Quelques microorganismes 
chimiolitotrophes comme les Nitrusornonas et les ThiobaciIlrrs peuvent aussi solubiliser les sels 
phosphatés en produisant de I'acide nitique ou sulfiinque (Cantin, 1995; Tiessen et Stewart, 
1985). 

Même si la concentration en phosphore est souvent limirante au développement des 
microorganismes dans I'envircmnement, la concentration en phosphore disponible dans les 
milieux utilises en laboratoire peut &e contrôiee de manière B eviter qu'elle ne le devienne. 

2.7 Production d'énergie 

Lors de l'oxydation des c o m p d s  organiques, I'energie est générée sous forme d' ATP. 
Dans le sentier EMP, l'oxydation du giyCeraldéhyde-3-P et l'ajout d'une rn0ku.k de phosphate 
inorganique mènent B la formation du 13-bisP-glyc6raîe. Le lien phosphate possède un état 

d'energie éïevée qui peut &tre transféré B SATP lorsque œ dernier est formé B partir de I'ADP. 
De même, la conversion du PEP en pyruvate permet ta fomsation dtATP ii partir de I'ADP. 
Dans œ système, I'energie est transferée au moyen d'un groupement chimique (un groupe 
p hosp horyl6). 

Chez les organismes aérobies, l'oxydation des composés organiques geake aussi une 
puissance réductrice sous forme de coenzymes réduits (NAD(P)H et FADHJ. Ces ooenymes 
réduits pourront &tre co~vertis en ATP par deux procédes : le transport des éiectrons et la 
phosphorylation oxydative. Lors du passage des éiectrons B travers la chaîne de transport 
d'~ectrons, les M o n s  d'oxydoréduction libèrent des protons qui seront entreposés sous 
forme d'un gradient tmsmembranaire. Ce gradient de protons seni  utilisé par L'ATPase pour 
synthetiser de S A P  (Saier, 1987). 



CHAPITRE 3 

COMMUNAU~S MICROBIENNES 



CHAPITRE 3 

Au cours du &le dernier. la mimbiologie a surtout eîé amct&& par i'isolement et 
l'identification de rnicfoorgarrirmes en culture pure B partir de leur environnement naturel. 
Beaucoup d'&udes ont porté sur la croissance et la physiologie de ces isolats en laboratoire. 
Cependan& I'&u& des interactions entre les différentes espèces de microorganismes est devenue 
un sujet de recherche & pointe seulement depuis les a d e s  1970 (Kelly. 1977). Depuis, les 
progrès ont surtout été i.eaiises sur le pian theonque. Les 6tudes sur la prédation et la 
compétition microbienne en sont deux exemples (Smith, 1993; Vau Es et aL. 1984). Plusieurs 
limitations m&hodologiques expliquent la faible progression au plan expérimentai. Les 
technologies coumtes ne permettent pas la culture de la majorité des mimorganismes pdsents 
dans I'environnement Et malgré le développement de techniqes basth  sur l'extraction directe 
de molécules indicatrices comme les acides nucléiques et les acides gras qui permettent I'&ude 
des microorganismes sans en nécessiter leurs cultures. il est impossible d'identifier et 
d't?num&er toutes les espèces bactériemes présenes dans les coinrnunau~ microbiennes. En 
1971. Alexander disait que seules quelques espèces des commuaautés microbiennes eraient 
cornues et que peu d'en= eues avaient eîé &udi&s en profondeur. Ceci est encore vrai pour 
plusieurs des membres des communautés microbiennes marines. aquatiques et terrestres. 

Une commu118ute microbienne est habituellement constituée de plusieurs populations 
d'organismes qui vivent ensemble daas un environnement particulier (Slater, 1977). D'autres 
auteurs ont utïiisé les termes "consortium" et "association" pour deCrire ces regroupements & 

m i c r o o r ~ e s  surtout lorsqu'ils ont et6 &udiés en laboratoire. Plusieurs termes ont été 



définis par Brock (1%6) pour distinguer les m e m k  des communau& microbiennes et ce. sur 
labasedeIeurfonctionUi111tQiem&lacommmisutb_: 

(a) especeS dominantes : œRes qui ont mie Muerice dominante s m l a c o m r n d ;  

(b) assofiees : dépendantes de la ou des espeCe(s) dominruite(s) pour leur 
survie; 

(c) espèces incidentes : qui sont plus ou moins influencées par l'action des espèces 
dominanm et associées. 

De plus. Bull et Slater (1982) ont defini &ux autres termes pour classer les 
cornmunalltés microbiennes qui sont impliquées dans la biodégradation des composés 
xénobiotiques. Iis les &finissent comme suit : 

0) utili.cateurs primaires : esp&ces Wriennes capables d'assimikr ou de rn&aboiiser le 
composé initiai en ï'utilisant comme source majeure de 

carbone et d'tkergie: 
Ci) utïlkteurs secondaires : espèces bactQiemes incapables d'assimiler ou de 

mt5taboIiser le subseat hïtial, mais qui ont la capacité 
d'utiliser les m&abolites exoghes produits par les utilisateurs 

primaires ou les produits de la lyse ceJiulaire et qui sont des 
membres stabIes de la commwiauté. 

La coexistence contiaueIle de plusieurs organismes B irmt&ieur d'un habitat peut &e 
expliquée. en partie. par des caractéristiques spatiaks et temporelles qui déihifent dinerents 
micro-enviromements. et par la nature des ressources disponibles pour la croissance des 
diverses espèces. La plupart des environnements sont h&&og&nes. foumissant ainsi des niches 
physiques differentes, dont chacune supporte la croissance d'espèces mimbiemes les plus 
adaptées ces conditions particulières. De plus. au fur et B mesure que les conditions physico- 
chimiques changent, les espèces se succèdent en dominant chacune leur tour la communauté 
selon les conditions qui prévalent La diversité des ressources nutritives. p a r t i c a r n t  des 
sources de carbone. foumit des variations suppEmentaUeS qui permettent 2 i  d i f f ' t e s  espèces 
d'occuper le m h e  habitat. Cependant, en plus des facteurs enviro~mementaux. 1 est reconnu 
que la coexistence de differentes e q h s  dans la nature est le résuïtat de l'6volution de différents 
types d'interactions. En effet, la com@tition, une intexaction p d  d'autres, est probablement 
le mécanisme de base du procédé d'&olution qui a produit la diversité des microorganismes qui 
existent présentement (Slater, 1977). 



3.1 Techniques de cuitare employées pour caractériser les 
communautés 

Plusieurs techniques déjh existantes tels la cuïture pure, l'enrichissement, la cuïhire mixte 
e t l e s m ~ & ~ ~ c o m b i r i 8 e & p l u s i e ~ ~ ~ e s p e c e S o n t ~ u t ü i s B e s p i ~  camct&er les 
~0mmtlnstlS micmbieaaes (Caldwell et d ,  1997). 

Les cultures pures sont ut%s&s pour ideniifh a cmdxism les differients membres 
d'une communauté. Cependant, il arrive que 1'8SSOCX8tion entre deux espèces soit si importante 
qu'il soit impossible d'en obtenir des cultures pures- Les techniques de k biologie m o ~ .  
&veloppBes an corn des vingt dernières années, permettent maintenant d'identifier ces espèces. 
Elles aident &galement B les caractQiser par Putüisation de sondes fluorescentes td% specifiques 
(ex : sonde & I'ADNr du 16s. voir section 3.2.2.2) qui pefmettent de silivre l'6voIution d'une 
espèce soumise h des ccmditions particdiCres (Caldwell n d, 1997). 

3.1 . 2 L'enrichissement 

Les cultures d'enrichissement ont surtout etc employées pour isoler les espèces d'une 
c o r n m m  qui possèdent certaines caraaenslqyes spécifiques. De plus, elles ont aussi été 

utikées pour obtenir des consortiums qui ont des capaciî6s particulières & bio&gradation 
(Caldwell et aL, 1997). 

3.1.3 La culture mixte 

Les cultnres mixtes sont produites en combinant, sous des conditions stériles, deux ou 
plusieurs espèces qui ae sont cependant pas necessairement des communautes (Caldwell et aL, 
1997). L'utilité première d'une culture mixte est de demontrer et d'etablir les rn6canismes 
synergiques existant entre les espèces isolées dune communauté. Ces expériences sont 
aecessaires pour etablir les pammCfres d'utilisation des commu~utés  dans des p ~ d &  
biotechnologiques des domaines a@coles, industriels ou envifonnementaux. 

3.1.4 La culture des communautés 

La culture des communautés fait allusion aux methodes utilisees pour isoler et cuïtiver les 
consortiums. les communautés des biofilms, las rnicToéCosystèmes et autres &eaux de 
micfoo~ganismes interactifs. La culture des comrnunslttés est &finie par la précision de 
l'environnement de la communauté plutôt que par l'isolement des espèca ib l'aide & techniques 



Meme s'il y a quelques exceptions, les procBdures d'enrichissement conventionneIIes et 
la cultue en cuvée ("îm&hn) permettent rarement d'isoler des commimsrntés microbiemes. En 
générai, elles sont isolées & l'ride de techniques de culture en mode continu comme la cuitnre en 
chémostat, De plus. a type d'enrichissement permet de faire varier cettames conditions de 
sélection comme la nature & I'élément nutritif limitsnt, œ qui augmente le po~ntie1 dtilement 
de plus d'me communauté (Slater, 1977). 

3.2 Techniques existantes pour analyser les eommnnautés 
bact6riennes 

Plusieurs des techniques d'analyse des commmisittés utilish couranunent sont b a s h  
sur l'isolement & chacune des es- de la c o m m d  sur des milieux salides. etape suivie 
de la d r i s a t i o n  des colonies par âiffémtes techniques. Cette approche générale est 
appropriée aux etudes necessitant l'identification, la m o n  ou I'&u& gén6tique d'une 
espeCe en particulier- De plus, elle est la plus sensible pour I'énumQation et la caractérisation 
d'-#ces posddant des param&res de croisance particuliers (dégradation d'un composé 
xénébiotique. résistance aux m6taux lourds ou aux antibiotiques), s'il existe un d e u  de cul= 

&pif appmprït5 La plus grande limitation de cet& approche gt%éraie se situe au niveau du peu 
d'espèces bacteriemes qui sont cultivables. Plusieurs espèces bactériennes d'in&& ne p o m n t  
ainsi etre & u d . .  ïï existe plusieurs techniques plus directes, mais plus complexes et 
fastidieuses comme la caracterisation des acides nucl6iques qui permettront alors d'etudier ces 
espèces b&riennes- 

3.2.1 Techniques d9idenaf'ication des isolats 

ïï existe plusieurs techniques pour identifier les espèces bactériennes isolées des 
commmautés. La Iiste des substrats & croissance. l'analyse des lipides celllllailPc, 
l'hybridation h l'aide de sonde @&que, de m&me que la caractérisation de I'ARN ribosomique 
et i'empreinte g6nétique sont ~emuvés parmi celles&. 

3.2.1.1 Caractérisation basée sur les substrats de croissance 

Les espèces bact&iemes provenant & l'enviromernent sont souvent identifiées grâce 
kur croissance en présence de substrats spécifiques ( K e ~ e d y ,  1994). Ce type d'andyse est 

@cédé ci'= candrkion des isolats sur la base de leur réaction & Gram, de la fome et la 
grosseur des cellules, et des réactions d'oxydase et de catalase. Ii existe présentement plusieurs 



systèmes commeilciaiises, dont Biolog (Hayward. CaMOBIlje) et API ~lainview. New York), 
q u i ~ & c a r s c t é r i S e r e t d ' i & n ~ d e s ~ b e c t a i e n a e s s o r l a b a s e & c e s  
propriétés physiologiques Cependan5 seuk une minait6 des especeS îm&&ms & 
l'environnement p e m t  etxe identifiées par ces systèmes, puisqu'ih utilisent des conditions de 
culture très sp6dnques qui ne sont pa9 toujours appropriées I ces dernières. 

Les espèces badQiennes peuvent aussi etre identin8eS grSce h la pdsence de iipides 
œ11ulairec !pMQues. il existe plusieurs clesses majeures et sous-classes de Üpides bactQie0s 

(Kennedy. 1994). Les acides gras sont des lipides constitPes de longues chaûies carbonées 
aliphatiques terminées pilr un acide carboxylique. Cbez les bactéries. la longueur de la &he 
aiipharique peut varier de 2 B 90 atomes de carbone. Cependant, d'un point de vue 
taxinomique. les acides gras en C, j q u P  C, fournissent le plus grand nombre d'information, 
et sont pdsents chez tous les micmorganisrnes. La plupart des acides gras sont retrouvés dans 
la membrane cytoplasmique où ils forment la partie inteme de la double membrane lipidique. 
Chez les bactéries gram-negatives, les acides gras sont 6gaiement ~muvés daas la membrane 
externe. soit associés aux phospholipides. soit aux LPS. 

Les acides gras sont classés selon la structure de base de leur squelette carbone. Le. le 

nombre d'atomes de carbone. le nombre et la position des doubles liaisons dans la chaîae 
carbonée, et la pdsence de groupements fonctiomek. Les acides gras sont divisés en deux 
groupes, les chaînes lineaiRs (n-alcanes) et les chaînes ramifiées. Parmi les acides gras 
ramifiés, sont inclus les embranchements iso-. dise et 10-rn6thyl. Les acides gras iso et 
unzéiso portent un groupement methyle sur leur deuxième et troisième atomes de carbone & la 
chaîne & partir de I'eMmité O (l'extdmite non carboxylique). respectivement, et ils sont 
uniques aux bactéries. Les bactbks possèdent diff6rentes combinaisons de ces acides gras. 

fonnant ainsi des patrons distincts en fonction des groupes taxinomiques. De plus, les patrons 
d'acides gras peuvent &tre anafysés quantitativement et f o d  des informations taxinomiques au 
niveau de i'espèce (Suzuki et aL, 1993). 

Cependant, plusieurs facteurs sont importants dans l'identifkation d'une espèce 
bacterienne ik l'aide de son patron d'acides gras. Premièremen& la pureté de cette demière est 
très importante. Deuxièmement, il est necessaire d'avoir les ~ O M ~ S  souches de réfhnce. 
TroisSrnement, des conditions de cro isma standard doivent &tre définies pour les souches de 
~ & n c e .  car la composition en acides gras peut eue influencée par plusieurs facteurs comme le 
müieu de cuïa~re et la température d'incubation (Suzolri et d.. 1993). Fiaalement, le nombre & 



3.2.1.3 Hybridation de colonies 

La piésetioe ou l'absence de séquences gédtiques pmidïhs chez une espeCe 
ûactérknne isolée d'une cornmimante peut &tre détemi& par hybridation des coIonies i s o k  B 
l'aide d'une sonde gh&que (Sayler et d. 1985). Les sondes peuvent êtze duigées vers des 
fonctions specifques teks que les @es codant pour des enzymes de dégredation de 
amtaminan& organiques ou de fixation & l'amte, ou eiwrxe des groupes phylogt5uWpes 
particuiiers. Sayïeret Layton (1990) ont decnt une liste exhaustive de sondes génetiqws qui ont 
déjh eté utilisées. S'il est possible & cultiver et & sélectionner l'espèce baa&mx! d'kt&& 
l'hybridation de colonies peut &tre quantitative et plus semile que l'hybridation de l'ADN "in 
situ". 

Le plus grand avantage de la technologie des sondes génétiques est sa speQticite B 
détecter et 8 6numérer des génotypes particuliers, Sa plus grande limitation se situe au niveau du 
manque de connaisance des souches environnementaies. Pour appliquer atte techno10gie. le 
gène d'inter& doit avoir clon6 a la &pence nucléotiàique du gkne cible doit partager me 
homologie de séquence éievée avec la son& pour qu'il y ait hybridation. De plus. s'il existe 
plus d'un g&ne responsahIe de la fonction re~he~ch&?. l'hybridation de colonies va sous-estimer 
le nombre de colonies pos&dant la fonction d'intérêt. Au contraire, si des g h e s  sans inMt 
partagent une homologie de mimence assez t?levC avec le gene cible. le nombre va &tre! samsime. 

La caractQiSation de I'ARN est la technique la plus précise pour déterxniner le placement 
phylogénetique dime espèce hictérienne formant des colonies isolées. EIle est devenue très 
puissante et elle est maintenant utilisee couramment pour c8f8ctQiser les espèces bactériemes 
environnementales. La technique repose sur le concept de base que les molécuies de I'ARNr. 
particuiïèmnent le 16s et le 23s des proLaryotes, sont universeUes et qu'elles possèdent une 
structure et une fonction consem6es B travers I'&olutioa Par conséquent, elles sont utiles 
comme indicateur specifique de Saffiiriation phylogénétique des espèces environnementales 
(Stackebrandt et Liesak. 1993). 

Deux strategies générales sont souvent employées pour I'idenÉiEication de colonies B 
l'aide de I'ARNr. La première approche consiste B utiihz l'hybridation de colonies & l'aide de 
sondes synthCtiques d'oligonucl~otides dirigées contre un groupe phylog&&icpe specifique. Le 



peu & sécpzrices des ARNr des espèces environaemmtales connues est la plus grande limitarion 
& cette approche. Ia &tnSme approche implique l'anaiyse des Scqiiences des ARNr 16s. 
Cetie approche fournit plus d''information que la pmnihv: cependant, elle est plus longue et 
fimidieuse, et elle deamde un ap-e plus co0tem. 

3.2.1.5 Empreinte gé&tique de l'ADN ("ADN fïngerprinting") 

La digestion de M N  par des enzymes de restriction (RFLP, reseiction fiagrnent lengh 
polyrnarphism) est l'une des techiques qui permet de diffétencier rapidement des espèces 
bcté&ms environneme- reliées grSœ leur empreinte gén6tip. Les m e n @  d'ADN 
obtenus par eue méthode sont par la suite &parés sur un gel d'agarose ou de polyacrylamide 
donnant un patron de bandes Specirrques pour le génome B ï'&ude. Cependant, cette technique 
ne permet pas d'identifier des bactéries de I'enviromement jusqu'à l'espèce. Elle est plutût 
utilbée pour démontrer des différences genétiques minemes ou des similihides génétiques entre 
deux espèces bactériennes, ou encore pour 6tudier la diversité entre des espèces bactériennes 
apparenttk (Palleroni, 1993). 

La pureté de l'ADN est très importante dans une analyse de RFLP. puisque la présence 

de contaminant pouxrait inhiber partiellement la digestion de l'ADN par les enzymes de 

restriction et ainsi domer un produit partiellement digéré impossible B analyser. L'amplif~cation 
d'un gène spécifique par PCR est l'approche la plus simple pour obtenir de l'ADN convenable 
pour une analyse de RFLP. 

3.2.2 Analyses basees sur I'ertraction directe de mol4cules indicatrices 

Pour contourner les limitations des techniques nécessitant la croissance en culture pure 
des espèces bactériennes environnementales, il existe une approche altemative qui est basée sur 
l'analyse de molécules indicaûiices extraites directement du consortium. Les indicateurs les plus 
utilises sont I'ADN, l'ARN et les phospholipides. Ces mokdes foumissent des informations 
sur la structure et l'activité des communautes bacîériems. 

3.2.2.1 Analyse des lipides 

Les extraits d'acides gras totaux h partir d'un consortium ont eîé utilisés pour 6tudier la 
stnichxre et l'ew rn&boiique du consortium. Certauies popuIations des consortiums sont 
enrichies en acides gras particuliers, Par exemple. les bactéries gram-positives contiennent 
surtout des acides gras contrairement aux bactéries gram-negatives qui contiennent 
plufit des acides gras lineaires (Kenada, 199 1). De plus, les acides gras portant un groupement 



cycIohexy1 ou cycioheptyl1 I'extdmitb, CO sont cam&Mques des h d k s  8CidO-tkmophiles 
@einhard et d. 1987; DeRaPa et A. 1972). 

Cependant, les memes restrictions s'appliquent B ï'ïitefprétation & l'analyse des extraits 
lipidiques des consortiums qu'a ceïle des cuïtures pures (3.21.2). Par contre. des changements 
dans les profiles des acides gras. speaalement la présence & ceriairis phosphoïipides iitilises 
comme biomar~ueurs pour amines es- bact&ienaes, sont des in-m de l'activité 
microbienne de la commmmtt! (Kieft n aL. 1994). 

Les iaformations obtenues par l'hybridation quantitative de sondes genetiques aux acides 
nucléiques extraits directement du coiwrtium sont dépendantes du gène cible. L'hybridation 
des ADN est utile pour la détection rapide de la présence et & la concentration relative de genes 
codant pour une fonction specisque. Alors que l'hybridation des ARN est un indicateur de 
l'activité spécifique du gene cible (Schleifer et ol, 1993). 

La plupart des avantages et ciéSav811tages de oette approche exp&imentale sont srniilaires 

a ceux de l'hybridation de colonies B partir & sondes genetiques (3.2.1.3). Cependant, l'aspect 
quantitatif des deux m6thodes ne se compare pas. L'hybridation des colonies dome une 
Cvaluation similaire il œUe obtenue par la methode des unit& formant des colonies (WC). 
Pour l'hybridation directe des e-ts d'acides nucl6iques. la detexmination & la concentration 
d'une séquence est très dinicile & préciser, puisque les connaissaaces de la gthétique des 

bactérie~e~ environuementales sont très limitées. La longueur et la spécificité de ïa 
sonde deviennent alors t& importantes. 

3.2.2.3 Analyse des ARNr et ADNr 

L'analyse de la divergte des ARNr ou de leur ghne dans un échantillon provenant d'une 
commu~tauté bactérienne peut donner beaucoup d'indications sur la composition et l'activité des 
groupes phylogen6tiques d'intérêt de la communauté. Plusieurs stratégies peuvent 6txe utiüs6es 
comme le s6quençage et l'analyse phylog&&iques ("Ilmer et aL, 1989). I'hybndation B l'aide 
de sondes spécifiques B des groupes de popntstions bac&hms (Amana et aL, 1995). et la 
chsification par les patrons de RFLP dans des groupes taxinomiques (Mayer et 4 1994). 
L'analyse de la structure des communautés est &&tuée avec SADNr au lieu de l'ARNr, car 
l'ADN inclue tous les membres de la communaute saas tenir compte de leur activité. 



3.3 Classincation des interactions entre les espèces 

En dépit des techniques d é v e l o ~  pour ~ m d i a  les communautés, peu d'entre elles ont 
été isolées et cammWks jusqu'a maintenant Cependant, quelques types ont été décrits en se 
basant sur les interdépencîances en&e les espèces. Elles sont classees selon les effets sur la 
croisance ou selon les m ecanisnes bioiogisnes des interactions qui lient les di&&entes espkes 
bacténemes d'une communaiie- 

3.3.1 CIassification basée sur les effets sur la croissance 

Les mteracticms les plus importantes dans les communautés microbiennes sont la 
compétition, I'antagonkne, le cornmensaliPrne et le matiialisme. 

3.3.1.1 Compétition 

La compétition pour les éléments nutritifs se produit indubitablement lors de la 
croissance & plusieurs microorganismes et le résultat se refiète sur l'espèce dominante de 
l'écosystème. Le mécanisme de compétition dincte pour un substrat limitant pour la croissance 
a eté ducid6 sur des cultures en Moratoire. Ii depend du taux de czoissance sp6cinqye (p). de 
la concentration du mbstraî, elle-meme &termin& par la constante de saturation (Ks), et du taux 
maximal de croissance (pm~) des espèces compétitives. 

Dans le cas de deux bactQies possédant des propnetés physiologiques similaires. et ne 
croissant que sur un seul substrat, l'une des deux bactéries peut &montrer un taux de croissance 
plus rapide indépenment  de la concentration du substrat La croissance rapide de cette 
bactérie va lui permettre logiquement de dépasser en nombre l'autre bactérie. Dans un système 
de croi,ccance continueT la culture mixte deviendrait rapidement une culture pure de la bacté& 
ayant la croissance la plus rapide ( V e 1 d . p .  1976). Dans ces conditions. I'aEmite de chacune 
des bactéries pour le substrat (KÎ) n'a pas d'importance. Cependant, si le tara maximal de 
croissance @m~) dépend de la concentration du wbseat. une des bactéries peut etre avantagée 
lorsque la concentration du substrat est faible et l'autre lorsqu'elle est élevée. Ceci a étf5 
&?montré expérimentalement p u r  une culture mixte contenant des souches de Thiomicrospinz 
pelophitB et de lhiobocih thwpmrrr en compétition pour le fa (Kuenen et aL, 1977). Lorsque 
la concentration en fer est faible. Tm. pebphilir est dominant; et inversement, lorsque la 
concentration en fer est élevée. c'est T. driopmrcr qui est majoritaire. Si d'autres facteurs 
environnementaux pouvant influencer le taux de cabance amme la t e r n ~ ~ ,  le pH et la 
salinité sont modifies, la relation entre les bact&es peut changer. Dam I'enviromement naturel 
ail la présence â'un seul substrat est peu probable. la présence d'autres Mnents nutritifs peut 
aussi influencer le taux de croissance. Par exemple. P~C~COCCILT versutus A, aoEI lentement sur 



ie gillcose se& mais plus rapidement sur le glucose en présence d'une f m i k  quantité de 
disaccharide (Wood et W y .  1977). 

La detinition oripmaie de I'amemalisme implique que Sespèce antagoniste n'en =tire 
aucun bénéflice. Cependant, un avantage inâinxt peut en decoder. Par exemple. i'abaissement 
âu pH du milieu lors de la production d'acide inorganique ou organique (ex. : les tiiobaciiIes). 
oit la production d'oxyg&ne ou de peroxyde d'hydroghe peuvent aider il contdîer Sinvasion par 
d'autres espèces. D'autres compost% comme b siilfiire d'hydrog@ne (Il$) et les antibiotiques 
peuvent aussi inBuencer la croissaiice des aimes esp&es (Bull et Slater, 1982). 
l'antagonisme le plus subtil ca& par la production de substances toxiques par une bactérk 
contre les autres bac&ies modifie le taux de croissaace a l'habileté B comp6titionner pour les 
éléments nutxitifs. La production de ces m6taboIites peutjoner un rûle important dans la stabilite 

et la com@tion des communslltes microbiennes et des &osystèmes (Kelly, 1977). 

3.3.1.3 Cornmensalisme, synergismeetmutualisne 

Dans le passé, l'emphase a surtout été placée sur le rCUe et Ilimportance des interactions 
négatives, comme la compétition et Samensalisme. Plus récemment, I'intéri3 s'est porté sur les 
interactions qui aboutissent la fomtion d'associations mutuellement Mn6fiques entre 
diffdrents microorganismes. Les unités formées de ses associations sont queiquefois plus aptes 
a exploiter les conditions environnementales qui pdvalent que chacune des espèces de l'uniü? 
prises individuellement (Kelly, 1977). 

Dans un système cornmensaï, un organisne profite de son âSSOCIation avec un autre sans 
lui nuire. Une bactérie qui ne peut dégrader un composé dans I'enviromement et qui s'associe & 

une autre qui produit des rn&bolites utilisables est un exemple de commemüisme. De même, 
des espèces qui utilisent des micronutriments (ex : facteurs de crohmce) excrétés dans le miüeu 
ou qui détruisent des composés inhibiteurs pour d'autres espèces exercent des actions favorisant 
le commeasalisme (KeUy, 1977). 

Par ailleurs, une relation de synergisme entre deux espèces bactériemes implique un 
avantage pour les deux. Mais contrairement au mutrialisme, I'8ssociation n'est pas obligatoire; 
les deux espèces sont capables de survivre séparément dans leur environnement naturel. Ia 
rielation est souvent bas& sur I'habiïeté des espèces & synthetiser des facteurs de croissance 
mutueliement bénéfiques (Atlas et Bartha, 1987). 



La coopérarion entre deux ou plusieurs organismes pour utüiser mi substrat on pour 
augmenter le métaboiïsme d'un compost? est probablement très répandue. m&ne si e k  a 6te peu 
6tudiée jiisqut8 maintenant (KeUy, 1977). Certaines de ses reiations sont décrites au Tabkau 
3.1. Un exemple particulierernent sernarquable & coopQation est retrouve entre une souche de 
Leptospirillwn femooxidonr, et one souche de T. PhioonR/aC ou de T. CLCidOphüu~~ La bacté& 
femxydante acidophile est incapabte d'attaquer la pyrite selon No& et Kelly (1978). alors 
que les deux autres thiobacilles peuvent oxyder le souk  mais pas la pyrite. Une fois jumelées, 
e h  pouvaient oxyder la p@te B un taux aussi &ve sinon plus rapide que T. f e ~ u o ~  
seul. Cependaa en 1982. No& et Kelly ont tout de h e  isole des souches de L. 
fcmooriRnnr qui pouvaient mke sur la pyrite en culture pure. 

Tableau 3.1 Exemples de coopérations mutuelles ou commensales chez les 
bactéries 

Lixiviation du cuivre et du nickel par 2". ferroodhs stimulée par Beijerinch trrcrrnogenes 
flsuchiya, 1978). 

Lixiviation & la pyrite par une culture mixte de T. ferroodhs avec T. acid0phiiu.r. où T. 
acidophüus utilise la mat2!xe organique e&tée dans le milieu par T. f e ~ o u x i ~  qui. 
lorsqu'elle s'accumule. i'inhibe (Norris et Kelïy. 1982). 

Cooxydation des cycIoalcanes par des cultures mixtes (Dean, 1985). 

L'ammoniac h i  lors de l'uiihtion des acides minés par les hetérotrophes est utilisé par 
les bactéries nitrifiantes (Yanîgita, 1990). 

Bacülrrs c e r w  hydrolyse la aiseine et les acides amin& ainsi 1iW sont utiüses par les 
Pserrdomonas sp. (Yanigita, 1990). 

Des con sorti^ stables peuvent etre isoIés pour c@adm les herbicides (Lappin-Scott et al, 
1986). 

MeduProbactenum sp. utilise l'acétate produit par Desuvovibrio àemtficricans (Velbmp, 
1977). 



3.3.1.4 AnalysedelacW1C8tiion ~surleseEetssmlaCrOiSSSlllce 

il peut etre entant de voir l'interaction catie &WC espeQs anime 6 m  la ndhe peu 
importe les conditions. Cependant, la reiation entre deux espèces n'est pas permanente, et elle 
doit etn! COIlSiW comme &nt bynsmiqiie et sujette êûe rnodifiee par l'envimmement 
(Bzoc~, 1966). De plus, % est difficile de deaire me sede interaction par système, même entre 
deux e q W s  cultivées en hbomtoire. Plusieurs inoercictions multiples ont été décntes (Bdi et 

Slater, 1982). Le système impIiquant Barcillus polymyxa et Prviau dg&,  &ait pius loin 
(voir 3.321). a e& l'un des p f m i e r ~  B etre reconnu (Yeoh a aL. 1968). Le mrmiaüsme est kt 
M o n  dominante. mais la production de putéhe extraceiliilairp, par P. d g &  a un effet 
inhibiteur sur B. polymyxa et l'interaction a tW déaïte comme une relation de mutWhne 
antagoniste. 

3.3.2 Classification des interactions basées sur les mécanismes biologiques 

En 1978, Slater et Bull ont suggéré un système de classification basé sur les m~canismes 
biologiques impliqués. Même si l'analyse des c o m m u n a ~  micmbiemes isolées & ce jour est 
souvent incomplète. i'accimiulation des données leur a permis d'avancer une chss5Cation 
flab1eau 3.2). Cependant, comme pour la classification basée sur les effets sur la croissance. 
une communauté peut démontrer les caracteristiques de plus d'me classe. 

Tableau 3.2 Classification des communautés microbiennes basée sur 1 es 
m6canismes biologiques impliqués 

Classe 1 : Basée sut l'approvisio~ernent d'un &ment nutritif (facteur de croissance) par les 
espèces de la communauté 

Classe 2 : Basée sur la diminution de l'inhibition de croissance, incluant l'enlèvement des 
m6tabolites q~ inhibent l'espèce productrice 

Classe 3 : Basée sur une interaction qui change les parameaes de croissance d'une esp&z en 
produisant des performances communautaires plus compétitives ou efficaces 

Classe 4 : Basée sur une combinaison des activités m&boliques qui ne sont pas exprimées par 
lesespècesprisesséparérnent 

Classe 5 : Basée sur le cométabolisnie 

Classe 6 : Basée sur les réactions de transfert driydrog€!ne 

Ciasse 7 : Bas& sur les interactions entre plusieurs espèces primaires 



Plusietus communautés microbienaes vivent dans des mkxo-envirwinernents isolés. 
Elles dépendent a l o s  des échanges nutritiomeis entre les diverses espeaS. Ces communau& 
sontbeseessmleprincipeqiiel'une d e s e s p è c e s q u i e s t ~ l e d e p ~ u n c o m p o S e  
essentleiBsaCZOiSS811ceva~aiassociationavectmeautxeespèœqu.i lesynth&iseeî 
l'excrète dans le m17ie~. Yeah et d (1%8) ont deent me communauté microbienne amtenant 
deux membres d'me assochtion dans laqoelle B. po&myxa excrète la biotine ri8cessaire ii k 
croissance de P. vulgaris, tandis que œ dernier excrète Sacide nicotiniqpe iLecessaue au p~mier  
(Figure 3.1). 

Figure 3.1 Comrn~nauté microbienne mettant en cause B. polyrnyxa et P. 
v ulgaris 

L 

Plus nkernmenî, Strirling et Watkioson (1977) ont isoié une culture mixte qui utilise le 
cyclohexane comme sede source de carbone et d'energie . Une e s m  de Nmzrdia a été 

identifiée sommairement comme Ihtilisatrice pairnaire du cyclohexane, mais elle ne croît qu'en 
pdsence d'un Pseuàomorm sp. ou lorsque le surnageant autoclavt? du milieu de culhue du 
Pseudomon~~ sp. en culture pure est ajouté & la culture du NocmdUr sp. Les exigences en 
facteurs de croissance de N m d i a  sp. etaient en partie remplies par la biotine. mais il semble 
probabfe que d'autres interactions interviennent entre les deux espèces pour assurer une 
croissance optimale. Le Pseu&monas sp. semble &re menu dans la communauté par son 
habileté B c~0i"rre à partir des produits decoulant du métabolisme du cyclohexane ou encore sur 
les produits & la iyse celidaire 3.2). 
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Figure 3.2 M6tabollsme da cydohexane par une culture mixte 

3.3.2.2 Diminution de I'inhiLbition de cmissmce (classe 2) 

Une cuiture mixte stable contenant quatre bactérh a eté cuitivée en mode continu avec le 
méthane comme seule source de carbone par WillMson et aL (1974). La communauté 
comprenait des especeS des gemes Pseu&mo1~4?~, Hyphomcrobiunr, ~ b o c t e r i u m  et 
Acinezubacter. Le Pserrdomonus sp. âaa SespeCe dominante. puisqn'il était le seul B pouvoir 
iitüiser le rnethaue comme source de carbone et d'energie. Cependant, dans ces conditions de 

dîue  fimitaes en oxygene. la présence d'tiyphomirobium sp. était requise pour enlever le 
methano1 libW en concentration inhibitrice dans le milieu par et pour le Pse&molu~s sp. 
L'Acinetobacter sp. et le Flatohcm+m sp. etaient deux espèces incidentes du pmcéde. Iis ne 
jouaient aucun &le dans l'oxydation du m6thane ou du methmol mais ils utüisaient 
probablement des metabolites libé- par l b e  ou I'aum des deux autres espèces (Figure 3.3). 

Figure 3.3 Biooxydation da methane par un wllsortium bactérien 



Un autre exemple inthmant es& remuvt parmi les badiks hxatnces d'azotes, il arxive 
mois que CIostricirum part~uriaruan, qui ne peut se développef en pdseace d'oxygène, se 
mdtipiie il I'intQieur des colonies de baaesies comme les Pseudollulrras. Sur un miliai 
depotmm d'azote. Ia colonie du Pserrdomo~~ sp. f d t  un mïcmenvironnement anaérobie 
pour le développement & C prrrta* qui peut fixer l'azote a fournir des cornposés azotes 

0 .  ae9imllahles par le P s e u d o m o ~  sp. (Postgate, 1987). 

3.3.2.3 Alt&ation des c011~f811tes de goissariCe (ciasse 3) 

Les communautés IrIicr0bie~ies pewent aussi ea &iectio~&~ préfErentieUement & me 
cultme pure lorsque les param&tres & aoispeire & la communaute, partiCalièrement le 
rendement de croissance maximum et la constante & samation, leur sont plus favorabIes. 
Kuenen et Gottschal(I982) ont demontré œ paaRpe au cours d'une exp&kme dans laquelle 
deux thiobacüles coexistaient de façon stable tout en 6tant en compétition pour le thiosuifate. 
Dans œ cas particulier, ils ont démonta! que T, neqlitanrcs excrétait beaucoup de composés 
organiques dans le milieu OusquP 15 96 du CO, fixé) surtout sous forme de glycolate (Figure 
3.4). Ce composé pouvait ensuite &tre utilisé comme source de carbone et d'energie par P. 
versums, une espèce k t é i h m  chimiolith~totropbe facutative. De plus, une analyse plus 
détaiilée a démontré que fa quantité de biomasse de la cultue mixte formée par moie de 
thiosulfate etait plus élevée que lors de l'addition des biomasses des deux cultures séparées. 

Figure 3.4 M6taboUsme du thiosulhte par une culture mixte formée de T. 
neapoliianus et P. veroulus 
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CHAPITRE 4 

4.1 Isolement et culture du consortium bactérien 

Le consortium W r i e n  SD-2 a M imié B plutir de boues a i n e  d ' e p ~ t i o n  des eaux 
usées (Dufresie. 1993). Le coasodum a t?té maintenu actif, tous ies mois. par des sous- 
cultures effixhiees dans des Erienmeyers de 250 ml contenant 100 ml du milieu 9K B pH 4,O 
sans sulfate ferreux et inoculées avec 1.0 ml d'une d t u r e  en phase stationnaire. Comme source 
d'thergie, du SOI& &mentaire (Fieur & soufre, Fisher). préaïablement s t M k é  par 
t y n m t i o n .  a 6té ajouté raison de 0.5 % (PN) au contenu des flacons. Les Erlenmeyers ont 
6ié incubés B 30T sous mie agitation de 200 rpm dans un incubateur agitation giratoire modèle 
G-26 (New Brunswick Scientifc). Afin d'alleger le texte de œ chapiîre, le lecteur trouvera h 
composition chimique des divers milieux de culture utilisés B l'Annexe B. 

4.2 Isolement et culture des isolats formant le consortium SD-2 

4.2.1 Sulfobcicillus d2suliooxidans SD-11 

L'isolement de la souche bactérie~lne S. disiclfidooxidmrs SD-Il a etf? clécrit 
précédemment @&esne. 1993; hinesne et d. 1993). S. dimIfi&oxidmts SD-11 a 6té purifie 
par la préparation d'une suspension de spore B partir d'une sous-culture du consortium dans le 
milieu 9- ii pH 2,s contenant du giutathion oxyde (Aicirich) il une concentration de 0.05 96 
0 comme subsaat Ap& 14 jours & cmhame & 30°Ç la culture a eté centrifugée il 40 ûûû 
x g dumt 20 min B 40C dans une ceneifiigeuse Beclmian J2-21. Le culot a eté muspendu 



daris dii tampon phosphate (rnrpo*-ryw>,) 0 3  M (pH 7.2) et lalave B deux reprises d a  le 

mQne tampon. La suspension ceUnraire a été placee daas un babmarie à lOûT durant 30 min. 
La spspeIlSim de spores ainsi obtenue a 6té uriiisee comme sarirce de di;sulfidoon/tnc SD-11 
après en avoir vQitie la viabiliîé. La gaminatm des spores a été activée par un traitement au 
h i d  (B 4T) pendant urie période de 24 heures. 

S. dimlfictoodbt~ SD-11 a eté maintenu par des sous-cuïtures (f~miocuum 2% V M  aux 

14 jours dans le milieri 9K-EL siu chanm des substrats suivants h me concentration finale de 
0.05 % 0 : glricose. glntamate de sodium (Sigma), @mihion dduit ou oxyde (Aidrich). 
sorifre élémentaire, thisntiuène (Aldrich). dibenzothiopbene (DBT) (Aldrich). dithio 
(bis)benzotbiazole (Aldrich). Les substrats solubles ont été stenlisés par mtration et 
ceux insolubles par tyncklkaion. Les cultures ont etc incuôées B 300C sous une agitation de 
2 0  rpm. Le milieu gélosé FIG basé sm le milieu WAYE démit par Johnson (1995) a eté u W  
pour v&ïl?er ia pureté de Sisolat 

4.2.2 isolats SD-7 et SD-8 

Deux au- isolats ont eté identifiés et piirifiés en variant le pH & départ du milieu & 

culture du consortium. Pour œ fain, des tubes contenant 2 ml du milieu 9K-m stériie (pH 4.0 B 
7.0 par intervalie de O J (sauf 63)) (Annexe B) ont etc inoculés a partir des consortiums (SD- 
101 SD- 1 IO) obtenus des essais d'isolement précédent (Annexe D : essai 2). Quelques grains 
de soufre ont 6té ajoutés comme substrat. Ces tubes ont par la suite 6îé incubes B 300C pendant 
5 jours daas un incubateur B agitation giratoire. La croissance des cultures a 6té tevaiuée en 
microscopie photonique. L'acidification du milieu a été &al& grâce l'indicateur pH p e n t  
dans Ie milieu. 

Pour s'assurer de la croissance réeue & un pH supérieur ih 5 de certains des partenaires du 
consortium. un volume de 50 pl du tube. dont le pH de départ etait le plus éïeve et pour lequel 
une croissance positive avait été notée pour chacun des coasortims, a été 6taE sur les milieux 
geiosés 9K-m pH 5.5 et 6.25. Après 7 jours d'incubation. 12 colonies ont 6té prélevées et 
resuspendues dans 100 p i  du milieu liquide de départ Par la suite, des dilutions ont &? 

effectuées (10'' ih 1V3) et un volume de 40 pl  de chacune des dilutions a eu? etaie sur des géloses 
des milieux 9K-m pH 5 3  et 6.25. et elles ont eté incubées h 30T durant 10 jours. Pour chanin 
des milieux où mie croissance positive a eté observée, deux colonies ont eté préievées et utüisees 
pour inoculer deux tubes contenant 2 ml du milieu correspondant. Après 7 jours f i b a t i o n  ii 
NT, Ee pH a 6té noté et les cuitures ont eté observées en microscopie photonique. Les 
bouillons démontrant une croissance positive ont été ensemencés sur les milieux gélosés BS4. 
9K-m pH 5.5.9K-rn pH 6.25. Beijerinckia pH 6,25 et etdiphilium pH 5.0. La croissance a 



Cte notee après 7 jours et de no- des co10Mes (30) ont éte resns~endues daas le milieu 
liquide col~esp0ndant Après croissance positive. des géloses BQjerinckia + 0.01 % extrait de 

levure pH 4,O (B-B-EL pH 4,O) contenant du glucose 1% (Pm ou du thiosdfâte 1% 0 ont eté 
inocuIées B partir des bouillons B-EL Un nouvel &taiement sur milieia gélosés B-EL pH 4 J a 
permis d'isoler deux colonies non acidifiantes d i n i t e s  : ïes isolats SB7 et SD-8 (voir Annexe 
D. Figure D.2 pour le résume de la piooedure compïète de 1"rsolernent). 

4.2.3 Isolats SD-6 et SD-9 

Après plusieurs espais d'isolement infruchleux (voir Annexe D), le co~lsortium SD-20. 
ne contenant pas les souches SB7 et SD8, a 6te iItiüse pour la suite des essais. Ce consortium 
provenait d'une colonie obtenue après un essai de difution en couche mince de gélose décrit h 
SAnnexe D. Le milieu @osé FIG a W inocule B partir du surnageant de culture du co~lsortium 
SD-20 adape sur le DBT. Deux types de colonies diffQentes ont été observés ik partir de cette 

6- de purifiication La première possedait toutes les ~ ~ u e s  du S. d i s u 1 f i d o o ~  
S D l l  et a &é numéroté SD-6. ELle a. par la suite. eu! utilisee pour plusieurs essais. Ia 
d e d m e  coIonie deait mixte : en plus de contenir l'isolat SD-6. elle compxenait une demihe 
espèce (isolat SD-9). Meurs passages du milieu liquide 9K-EL pH 2.25 contenant que4ues 
grains de sulfate fmux au milieu FKi ont eté eff&tués pour essayer & purifîer cet isolat 

4.3 Caractérisation des isolats du consortium SD-2. 

4.3.1 Caract6risation morphologique 

4.3.1.1 Microscopie photonique 

Les observations microscopiques & la morphdogie cellulaire des isolats ont étt! 

effectuées B l'aide d'un microscope optique B contraste de phase Nikon. Les colorations 
spéciales suivantes (Doetsh, 1981) ont &é appliquées sur les fhtiis bc t&bs  : 

Grsun modifié (Annexe E) (ia paroi) 

Shaeffer-Fulton 0s  endospores) 
Vela (ies kystes) 

SudanBlack B (ies granules de poly-Bhydroxybutyrate) 

bleu de rnt?thy&ne de Loeffer (les inclusions de polyphosphates) 

bleu &Alcian (ies granules de polysaccharides) 

Aothony O-JP=W 



Pour la microscopie ékamQpe h transmission en c o I d c m  négative. une goutte d . ~  
échant.ill011 d'une cuIture active du S. dimlfidoo* SD-II sur le giutaîhion oxydé a été 
déposée sur mie grilïe de cuivre (grandeur 200 IIH). Nous avons ensuite depose sur la grille 
une goutte de phosphotungstate de sodium 2 % (pH 7 3 )  et et tout a t &ch6 ik l'aide d'mi 
papier buvard. Les grilles ont été observées h l'aide d'un microScope &ctm&pe PWps EM 
300 B 60 kV. 

L'ultrastnicfure ceiluiaire inteme a eu? dvWe I partir & l'obsemation de coupes minces 
des isolats en microscopie éktmnique obtenue ap& croissmce des œ11ules 9ur leur milieu 
respectif. Les ceiiules récolîkes par centrifiigatim pendant 3 minutes dans tme 
microcentnfugeuse ont éîé lavées 3 fois dans un tampon phosphate (-0,-KHJ?OJ 0 3  M 
(pH 72) et fixées a l'aide d'une solution de glutaraldéhyde 4 % (VN) @parée dans le &ne 
tampon. Après un séjour de 48 h e m  dans le fixateur, l'ex* de glutaraidéhyde a eti2 é b i d  

par deux lavages avec le tampon phosphate. Les culots obtenus ont été enrobés dans une 
mstrice d'agarose 2 96. La postfbtion des échantillons a éîé effectuée daas 3 % (VN) de 
tetmxy& d'osmium pendant 2 heures B 4 T. ApAprès rinçage. les cellules ont eté coIor&s a 
l'acétate d'uranyle (5 %) pendant 2 hem.  puis rimées h nouveau. La déshydratation des 

échantillons a eté réaiisee dans un gradient d'&han01 (30 100 96) suivie de trois rinçages B 
i'oxyde de propyl&ne. Les culots ont été piaces une nuit dans une solution 5050 d'oxyde de 
propylihe et d'Epon. Une section des culots a eté piacee dans une résine d'epon pendant 36 
heures. Des coupes minces ont été préparées B l'aide d'un microtome muai d'un couteau de 

diamant (Reichert OM V2). Les sections ont dors été récupédes et mon- su. des @es & 

cuivre (200 IIH). Les coupes ont eté colorées pendant 10 minutes avec une solution de 5 % 

d'acétate d'uranyle et d'hydroxyde de plomb. et e xaminees sur un microscope électronique 
Philips EM 3ûû & 80 kV. 

Des observations ont aussi été effectuées en microscopie tktmnique & balayage sur un 
deMt obtenu par la filtration de 100 pi de culture à travers un nlee Nucleopore 13 mm en 
polycarbonate (dimension des pores 0.1 pn) (Hobbie et al.. 1977). L'aspect structurai 
aidimensionnel du consortium a eté détermine après la coloaisation de pastïlies de soufre. Des 
pastiUes cylindriques & soufk (0.35 cm de hauteur x 1.0 cm de diamttre) ont W prépatees 
W des moules d'alumiajum selon la technique de Bryant n l (1984). L'incubation a été 

&eCtUee de façon stationnairie dans des flaccons Erlemeyers contenant 100 ml de milieu 9K-EL, 
pH 2 3  et 5% (PN) de pyrite ou de soufie. Après 21 jours, les échantillons ont éîé retirés avec 
soin des Erienrneyers et lavés & l'eau distülée. Les filtres et les pastilles de soufie ont été places 



pendant 18 heures dans mie solution de giptaratdéhyde B 2 % prépar& dans un tampon PBS 
0.01 M (pH 7.0). L'excès de ghtaraldebyde a eté t%mi& par trois lavages avec le tampon PBS. 
Les échantiiions ont cade clé traités selon la pmcédm decrite par Biais et aL (1992) et 
exambés avec un mi~oscope éleamique B balayage IEa 3MST330A 

4.3.2 Caractérisation physiologique 

Pour les isohus SD-7 et SD-8. l"mterva1le & pH de Croissaflce a ete deteminé par 
inoculation de milieux géïosés MMM au m6thanol dont le pH variait de 3 0  B 10.0 par intervalles 
de 05 .  Les @oses ont ete incubées B 30°C druant 7 jours Le h e  milieu, B pH 7.0. a &? 

ntiüse pour déterminer l'iitervalle de temphme permettant la croissance. Des @oses ont &é 

incubées B 4OC durant 3 semines. et il 25.30, et 37OC d m t  7 jours. La Wnce ou l'absence 
de croissance ainsi que la grosseur des colonies ont étk? notees après le temps d'incubation 
Specine. La capacité de ces isolats B utüiser les différents substrats a 6lé # t e  dans des 
Erlenmeyers de 25 ml contenant 10 ml du milieu MMM pH 7.1 stériles auxquels ont éré ajoutés 
les substrats suivants : B une concentration finale & 0.5 96 (PN ou VN) le soufie éiémentaire. le 
tétrathionate de sodium (Sigma). le @y&l et le thianthrèae. le DBT. le M'BT. le disulhire & 

dibenql (Sigma). l'acétate de sodium, l'acide tartrique. le triéthanolamine; B une concentration 
nnaie de 0.15 % (PN) la bé- (Sigma). l'acide sébacique (Sigma). le méthytaminc et le 
trim&hylamine (Sigma); B une concentracion W e  de 0.M % (VN) le mbrbanol. l'&han01 le 
~&hyisui.€oxi& (DMSO), et le dimethyIformamide @FM). Une fiole contenant le milieu 
MMM pH 7,1 sans substrat ajouté a servi de témoin négatif, alors que la culture contenant du 
rnt?thanoI a et6 utilisee comme témoin positif. Les Erlenmeyers ont eté incubés il ia température 
de la p i h  durant 7 jours. Des sous-CUItures (environ 3) ont 6té effectuées juspu'& ce qu'aucune 
c~oissance ne soit observée dans la culture témoin negative. Seuls les substrau permettant une 
croissance jusqu'8 œ moment ont &té notés comme positifk 

4.3.3 Grille API 50 CH 

Pour penneme une comparaison des isolats SD-7, SD-8 et SD-11 avec certaines 
bactéries possédant des amaéristiques similauw 

. . .  . II a ett! necessaire de caractériser ieur 
titilislition de différents composeS carbonés. L'emploi & la griile de caractérisation N I  50CH 
(BioMérieux) décrite par Deinhatd et aL (1987a) pour la caractQisation de Alb. cycloheptdc~ 
a éte ut%&. 



Après une CZOjSS811ce & 5 joms de i'isolat SB11 sur le @utanme (250 mg/ 100 ml) 
dans le milieu 9K-EL pH 2 3  B S O T ,  les anDEes ont été e l t é e s  par iïïtration (0.22 pm) et 

resuspendues daos du milieu fkais i m e  concentrarion équivalente iui 0.5 MacFarland tel que 
specifi6 dans la proCedm decritie par Demhard et d (1987a). De plus, 500 pi d'une solution 6 
bleu de! thymol (Ig 1250 ml) ont t?té ajcmtés h la suspension. Etle a ensuite ete distn'buée dans 
les mimtobes en suivant les hstnmîons du m a n n f e .  puis la grille a M mnib6e B 30%. 
La croissance a 6té 6valuée aux jours 1.2.3.6.9 et 15 par la présence ou l'absence de tmbïdité 
et d'acidification. Au lF jour, une observation en microsCopie photcmique à wntniste de phase 
a 6té effiectliée pour vérinet le de@ de croissance sur chacun des substrats. 

Pour les isolats SD-7 et SD-8. le milieu 9K a été lepïacé  par le milieu BEL pH 6.8 et 
le bmrnocdwl pourpre a eté utilisé comme indicateur. Un deuxième essai saru extrait de levure 
a eté effectue dans le mi?ieu B-NH,CL pH 4.5 avec le vert de bromocrésol comme indicateur. 
puis un troisième dans le milieu MMM pH 7.1 contenant le bromocn%ol pourpre comme 
indicateur. La croissance a eîé 6vaiuée par la turbidité etlou la présence d'aciMcation après 3, 
6.9 et 12 jours d'incubation B 30°C. 

4.3.4 Caractérisation biochimique 

Les c d r i s t ï q u e s  biochimiques des differents isolats ont eté d & d n & s  en utiiisaat 
ieur miiieu de CUItwe respeaif et selon les methodes décrites par Smibert et Kneg (1994). La 
présence de la catahe (methode 2) et de l'oxydase a t% vvénn8e pour les isolats SD-6. SD-7 et 
SD-8. La capacité d'hyddyser la tributyrine, la caséine (rn&bde 1). la géMm (m6thode 1) et 

l'amidon. la capacité dbtiiiser le citrate (methode 1). de réduire des nitrates, de produire du H2S 
et de l'indole (methode 2) (milieu SIM), le test du rouge de mt?thyle et la réaction & Voges- 
Roskauer ont eté vt5ri£iés pour les isolats SD-7 et SD-8. La production de 5 s  par l'isolat S B 6  
a et6 verifïée par inocdation d'un tube de gélose molle du milieu F ï G  (035 % PN agarose). 

Les besoins en oxygène et en azote combiné des isolats SD-7 et SD-8 ainsi que du 
consortium SD-U) ont 6té 6vd& daas des tubes de 20 mm de diami% par 180 mm de haut 
contenant 20 ml du milieu NF. pH 4.0 ii 99. par intewaiie de 1.0. auxquels 0.05 % (PM d'agar 
a eté ajouté ainsi que des concenbrations variabies d'azote combiné (0. 5. 50. 500 pg de Nlml 
milieu) sous forme d'extrait de Ievure. de NH,Q ((NHJ2S04 pour le consortium SD-20) ou & 

KNQ avant d'etre stQilise h l'autoclave. Par la suite, OS % 0 de Larabinose ou de soufre 
6Iémentaire a eté ajouté comme substrat et las tubes ont eté inoculés h partir des sous-cultures & 

chacun des isolats Une série de tubes du milieu NF pH 7.0 pour les isolats SD-7 et SB8 ont 
aussi eîé incubés en jarre anaérobie avec un GazPak (BBL #71045) pour microaérophiie. 



4.3.5 Analyse des addes gras 

L'analyse des acides gras du S. dis-riftar SD-1 I a dté effécbi8e par ï'équipe du 
IY Ked PoraJïa (MifapbioiologWBiotechnoIogie im Botmischen institut (Horsuhdhmkung). 
Eberhad-Karls-Universitat, TIibingen, Gemiany) B partir de cellules lyophilisees ap& 
-danslemZlie~9K-ELpH2,25 mpléseiice degiutamatedesodi~~~~ OU desot& 
&?mentairee. Les rn&hodes uîïhées ont été décrites précedemment par Poralla et KWg (1983). 
Les esters méthylés des acides gras ont été idenîWs en comparant les temps de rétention et les 
spectres de masse B ceux d'acides gras connus (AUgaier ct aL. 198% Hippchen et aL. 1981; 
Poralla et KUnig, 1983). 

4.3.6 Étude phylog6nétique 

4.3.6.1 Croissance et conditions & culture des isolats 

La croissance de S. dimtfidoolridanr SD-Il a 6té effectpee en Wons Erlenmeyer de 
125 ml stériles contenant 50 ml du d i e u  9K-EL pH 2.25 et un des substrats suivants : 
glutathion oxydé, giutathion réduit, glutamate & sodium, ou soufie élémentaire B une 
concentration de 0 3  % (Pm. Le milieu BK-EL a aussi eté atilise pour les isolats S M  et S B  
9 mixte. mais du soufre (0.05 % PN) et du glucose (0.05 % PN) ont été ajoutes comme 
substrats* Les isolats SD-7 et SD8 ont ete cultivés âans des fiacons ErLeameyers de 500 ml 

contenant 200 ml du müieu B-EL pH 6.8 auxquels O$ % (PN) de Larabinose a 6té ajouté 
comme source de carbone tandis que le milieu BS4 contenant 03 46 0 de so- éIérnentaue 
a 6té utilisé pour le consortium. La souche Escherichia coü K-12 ATCC lm98 a été utüis8e 
comme réference lors des proc&fures d'amplification de 1'ADN. La croissance a 6îé effectuée 
dans un tube contenant 2 ml de bouillon d'infusion de coeur et cemeaux @Ki). Les cultures ont 
&é incubées a 30OC. 200 rpm. durant 7 jours pour le consortium et les isolais. et 24 heures pour 
E coti. 

Les cellules ont été teltees par centrifugation B 20 000 x g il 4T. Pour les milieux 
contenant ua substrat insoluble. le d o t  a été muspendu dans 4 ml du milieu de culture de 
depart et centrifiigC B base vitesse (800 rpm) 5 min pour séparer le substrat des cellules. Le 
surnageant a ensuite eté ~e~entrifugé il 20 000 x g B 4OC. Pour S. d i m t ~ o ~  SD-II et E. 
coli, les cuiots ont éîé lavés me fois dans IO0 pi d'eau bidistiilée priealablement 8utocIaVee et 

~ ~ s u r u n E i l ~ G e l m a n ( 0 ~ 2 ~ ) . p U i S r e ~ u s p e n d ~ ~ d a n s  100~delam&meuuidaasun 
tube Ependorff & 0 3  ml. Pour les autres isolats et le co~lsortium. les culots ont eîé hvés deux 
fois dans du PBS (tampon phosphate-NaQ) 0.2 M (pH 7 2 )  et resuspendus dans le m&me 
tampon une concentration ~eilulaite nnale de 20 % (P/V). Par la suite. des aliquotes de 200 pl 
de la suspension ont 6té lyophihées. 



4.3.6.3 Lyse des ceihks et exmaion de SADN du S. &dj&dhm SB11 

La méthode d8criie dans 'Short protoc01 in molecriler bioIogy : A compendium of 
methods fbm aarerit pmtocols iu moleailar biology" (Ausubel a d. 1992) a été utîïisée. La 
suspension ceiïplaiie obtenue I'etape pnkébte a & wuveau été centrifugte dam une 
microcentrifhgetse. Le d o t  a ete reswpendu dans 567 pl da tampon Tris-EDTA 0.1 M (pH 
8.0) et 4 pi d'une solution de lysozyme 50 m@nl ont t?té ajoutés, puis la solution a t?te incubee ?i 

W0Cdmant20mia Parlasuite,3O@deSDS 1 0 % e t 3 ~ d e p ~ K ( 2 0  mghl)ontété 
ajout& et l'incubation a eté p o d v i e .  Après 1 heure. 100 pl & NeQ SM ont clé ajoutés et le 

tout a été agite, ensuite 80 pi & Cï'BMaQ ont e(é ajoutés et I'hcubatioa s'est poursuivie 
pendant 10 min & 65T. Une fois la solution rehidie ik la tempérame de la pièce. mi volume 
6gd d'me solution de pMn0L.~bl0rofome:al~w1 isoamyiique (25:W.l) a été ajouté. puis le 
mélange obtenu a et6 agit6 et cenaifuge 5 min B 13 200 rpm dans une microcentrifugeuse (9000 
x g). La phase supQieure a été récupérée et c e ~  etape a 6té répéée avec la solution 
chiamforme-alcool isoamyîique. puis avec du chïorofomre seuL Ap& la demière 
centrifugaiion. le surnageant a été r6cupéré et 0.6 volume d'isopropanol y a eîé ajoute. L'ADN a 
été &upéré en mélangeant les de= phases lentement B l'aide d'une pipette pasteur dont le bout 
avait préalablement 6té scellé ik la ibnme. L'ADN a 6té tranSfEré daiis 1 ml d'&han01 70 % et le 
tout a &é centrifiige 5 min dans une rnicrocenbifugeuse; le culot a ensuite & séch6, puis 
resuspendu daas 40 pi d'eau bisdistillée stQile et filtrée. 

4.3.6.4 PCR 

La séquence correspondant aux positions 8 1510 de 1'ADNr 16s de El wZi a éu5 
amplitiee par la technique du PCR (BrOSius et d, 1978). Elle a eté amplifiée en trois hgments 
qui se chevauchaient B partir des trois jeux d'amorces decrits au TabIeau 4.1. L'amplification a 
eu? effectuée I'aide d'un appareü Perkui Elmer Cetus GeneAmp PCR System 9600 B couvercle 
chauffaut selon les conditions suivantes : l'échantillon a d'abord &! chatiffe B 980C durant 1 
min, puis soumis B 30 cycles d'amplification ayant un profiide temperature et de temps pour la 
dénatmaton de I'ADN, Simachernent des amorces et I'eIongation des amorces & 98-62-72T 
pour une durée de 10-5-15 s pour la paixe d'amorce SSU 27-SSU 785'. et de 98-5172OC pour 
me dude de 165-15 s pour les deux autres paires. Les amorces de réf&ence pl lp  et p13p ont 
etc utilisees pour v6- le bon fonctiomement de l'amplification de SADN (Chen et d. 1989). 
Après les 30 cycles. la -on a eli! 8fTêtée et Ies produits & l'smpfification PCR ont clé 

conservés B -m°C jusqulB leur u ~ o n .  La présence des hgments voulus a 6té confirmée par 
&ctropho&se sur gel d'agamse 1.3 5% (Pm. La présence des bandes d'ADN dans le gel a &! 



ddée par une coloration au bromm d'6thidiu.m (50 pi  / L diine solution de 10 mg / ml) 
pendant 5 min, suivi d'un lavage de 5 min B Seau dbtiikk. 

Tableau 4.1 Amorces utiiisés pour I'smpUîic11tion PCR de I'ADNr du 16s 

SSU 27 8-27 5'- A G A G T ï T G A w G -  3' @orch et Stackbrandt, 
1992) 

SSU 785' 785-805 5'- GGACTACCAGGGTATrrAATCI- 3' Cetteéhide 

SSU 536 515-536 5'- GTGCCAGCMGCCGCGGTMTAC- 3' Cetteétude 

SSU 1175' 1175-1 195 5'- GACGTCA'ICCCCfCCTIiCCX- 3' Cette 6tude 

SSU 926 908-926 Y- AAACTYbGAATIGACGG- 3' C a  &de 

SSU 1492' 1492-1508 5'- TACGGYTACCiTG'ITACGACIT- 3' (Dorch et Stackebrandt, 
1992) 

1 Relativement ii la séquence de 1' ADNr 16s de E. coli . 
Pour le s@ençage. les produits PCR obtenus ont été laves I'aide dune trousse & 

chromatographie en colonne QIA quick-spin PCR Purification (no 28104) de QIAGEN 
(ChartWorth, Californie) selon les instructions du m a n u f ' .  Les deux brins d'ADN ont &é 

séquencés ik l'aide d'un séquenceur 8utomatique AB1 372 (PE-ABI, Foster city, Californie) par 
ia m6thode des Tq dyedeoxy. 

4.3.6.5 Analyse des séquences (réal&% au entre de recherche en biologie forestière en 
coilaboration avec l'équipe du W Jean Bousquet) 

Les hgments des séquences de FADNr du 16s provenant de quatre extractions d'ADN 
diflërentes ont ete analysés h l'aide du logiciel Seqiience Navigator et alignés pour trouver la 
séquence consensus B l'aide du système GCG sur Eukaryota (Genetics Cornputer Group. 
Madison, Wisc). Ensuite, la &quence consensus de I'ADNr du 16s & l'isolat SDll a été 

aiignée en premier lieu avec la séquence la plus ressemblante. ce& & l'AD& du 16s & 

Su1fobru:iUus t h e n n o s ~ l f i d o o ~ ~  en u t m t  la commande WGNMENT du Ribosomal 
Database Roject (RDP) (Maidak et aL, 1994); et deuxièmement, sur l'alignement deja existant 
& 15 espèces dBCrentes, incluant S. lhcrmosulfidooxidans. obtenu de la banque du RDP 
(commande SUBALïGN). Les dgions ambigu& correspondantes aux positions 1 B 225. 452 B 
481,998 B 1044 et 1510 B 1546 ont etr! enlevées et l'alignement restant de 1 208 nucléotides a 
etc soumis aux analyses phylog6&tQues. 



Une analyse de parcimonie standard a 6te & e W  avez l'algosithme & recherche 
bemhtique du logiciel PAW v.3.1.1 (Swofford. 1993) dans laqoelle les indek ( ï ï i o r i s  et 
délétiolls) & petite mïîk ont eteconsidérés comme des données maquantes, Les Seqoences ont 
eîé soumises dans un ordte aléatoire ik 100 reprises, L'homologie des séquences pairées a aussi 
été évaluée et le taux de spMmtion par transformation a été soumis 8 la méthode L deux- 
parametres & Kim= (Kimura, 1980) qui tient compte des transitions et des tranmersi011~. La 
matrice des taux de substitution résultante a été analysée par la méthode de neighbor-joining 
(Saitou et Nei, 1987) du logiciel MEGA v 1.0 (Kurnar ~t d. 1993). Les niveaux de cunfiimce 
de la topologie des arbres obtenus pour les deux méthodes d'analyses utilisées, parcimonie 
(PAUP) et oeighôor-joining (MEGA). ont eté estimés par la methode des analyses de 

rééchantillonnage des données avec 100 réplications (Felsenstein, 1981). 

4.3.6.6 Études phylogenétiques des isolats SD-6, SD-7. SD8, de la culture mixte contenant les 
isolats SD-6 et SD-9. et du consortium SD-20 

Les séquences des ADNr 16s des isolats S M ,  SD-7. SD-8, de la culture mixte (SD-6 + 
SD-9) ainsi que celles du consortium S M  ont été séqueIlceeS par l'équipe du W Brett Goebel 
(Department of Plant and MiCrobial Biology, University of California, Berkeley. USA) h partir 
des cultures lyophilisees (voir sections 4.3.6.1 et 4.3.6.2). Les cultures lyophiüs6es des isolats 
SD-6. SD-7, SD-8 et de la culture mixte ( S M  + SD-9) ont &é resuspendues dans 550 pi du 
rampon de lyse (100 m M  Tris (pH 8.0). 50 m M  NaCl, 1 m M  Na4eate. 5 m M  CaQ, et 10 mM 
EDTA) auxquels 28 pl de lysozyme (50 mglmi) ont ete ajoutés avant d'incuber B 370C durant 15 
min. Après l'ajout de 50 pl de protéinase K (20 m m )  et 25 jd de SDS (10%). Iricubation a 
eté poursuivie B 50°C durant 1 heure. Après la lyse, les tubes ont eté centrifugées B 10 x g 5 min 
pour enlever les debris cellulaires. Le surnageant a d t e  eté transf6ré dans une autre tube oh 
l'ADN a été purifié par la méthoâe d'extraction au pMnol:chlorofom:alcool isoamylique (voir 
4.3.6.3). L'ADN chromosomique a eté récupéd par précipitation dans un volume egal d'acétate 
dtammonium (4 M) et deux volumes d'isopropanol B la tempQature de la pièce durant 30 min, 
suivi d'une centrifugation L 10 x g durant 15 mia Le culot d'ADN a t?té iav6 avec de l'éthanol 
70%. séché et noalement resuspendu dans 75 pl de tampon Tris 10 m M  (pH 82). 

L'ADNr du 16s a 6té amplifié par la technique du PCR en utilisant les amorces 8f et 
1492r équivalentes aux amorces SSU 27 et SSU 1492'. Pour I'ampIifiC8tion. le m-ge 
réactionneI a d'abord été chmiffi durant 4 min h 94% puis soumis ih 30 cycles d'arnpliF~caîion 
dont le profil & tempérafine et & temps pour la dénaturation de SADN. l'attachement des 
amorces et i't5longation des amorces Ctait de 94-50-72- pour une durée de 60-45-90 S. Par la 
suite, la purification et le séqwnçage des produits d'ampMcation ont eté effectués seion ia 
m&hodologie décrite aux p o h  4.3.6.4 et 4.3.6.5. 



Les~oesdesisolatsSD6et&laciilmremixte(SD-6+SD-9)ont & cornparées il 
celledus. dim?*UirmcSD-11. Paraille1~~,les~cescoaserisosdesisolatpSIT7et 
-8 ont été soimiises B me reaierdie d'homologie de séquence en utüjsant le programme 
BLAST sur le site de la NCBI (National Center for Biotechnology information) pour rechercher 
la séquence la plns pmche. La topologie de l'arbre a eré évaïuée l'aide de ïa commande 
Suggest Tree du programme fastDNAm1 de Gary Olsen (RDP) (Maïdak a d, 1994) qiii est 
basé sur la méthode du "maximum likelihood" (Felsenstein, 1981). Par la suite. les analyses 

phylogén&iques ont et6 cmknées selon les mCttiodes employées pour S. d i s ~ o ~  SD- 

il. Pour cette analyse, les régions ambigries (positions 1 42.71 B 80.91 i 97 et 1383 B 1546) 
ont été eolevées et l ' & v e n t  de 1 383 ~ ~ ~ ~ I é o t i d e s  a été soumin aux analyses 
phylogén6tiques. Le produit PCR obtenu ik partir du co~lsortium SD-20 a eté cloné pour 
permettre l'identification des autres partenaires du consortium. 

4.3.6.7 Numero d'accès des séquences nucléotidïques 

La séquence de l'ADNr de 16s du S. &u~daoxïdons SD-11 obtenue lors de ces 
travaux a eté déposée dans la banque des séquences nucEotidiques du GenBank sous le numQo 
d'acds U34974. Les numhs d'accès des séquences utüisees comme df6rences sont les 

suivants : Alrcyclo~Ulcs ClCidOcnUaiur, X60742; AücycCobacilCrcs acidOteneSaiSp X60743; 
Alkycbbacillrcr cycloheptani~~~i~, X51928; S u d h  SUbtiIis, K00637. Ml 0606, XûûûOî; 
Beijekkia mdica, M59060; CLosaidium tyrocuum, M23732; Esche&& CO&, JO 1695; 
Methylobacterium sp. FOS. D32.231; Methylobacrenwn sp. F15. D32232; Metkylobacterium sp. 
W3, D32237; Meihylobc~cterium sp. BF15. 223160; Meihylobucten'um sp. PC30.39. 223158; 
Metkyiobacteriwn ntesophilicwn, D32225; Methyiobacterium sp. F42. D32235; 
Merhybbacterim sp. F 18. D32233; Medrylobacten'zun orgmphiilwn, D32226; 
Medrybbacterim sp. PC30.44, 223159; Mcthylobacteriwn sp. BF10. 223156; 
Methybbcrctetùun rhodinunr, D32229; Medrylobacterizun SP. F48, D32236; Medrytobacterim 
extorqueas, D32224; Mcahylobrrcteriwn sp. GK101. D25305; Mephylobacten'wn sp. GK118. 
D25306; M ~ t o b a c r e r i u m  rhodesiionwn. D3222& MethytobacterUun umn~nü, D32230; 
Mediylobacteriwn radLotoler41~~~ D32227; MethylobacterUIm sp. M7. D32234; Mycobacterium 
bovisp M20940; Streptomyces fividans, Y00484; Sprolactobacik Uurünis, M58838; 
Sulfbacillus t h e n n o m l f i d o o ~ p  221979; l h i o ~ i l l t c s  addophiilus, M79399. M79400; 
Thiobacillrrs thworiRnnr. M79396. M79397, M79398; I ' i l a t  ALV (Sulfibacillus aCid0phiZu.s 
(Noxris n , 1996)). M79375. M79376, M80290; I'i1~0lat BC1 (SuljiobaciIlw 
&en)u,suIfidooxi&ms (No& a d, 1996)). lU79380. M79381, M79382; et i'isolat TH3 
@cidimicrobiiw ferrooxydans (Clark et Norris, 1996)). M79434. M79433. 



4.4 *valnation de ia mixotrophie chez les S~rfobaciII~s sp. 

LaC10iSS811œ&lP~latSD6amsi~celle&lad~mCaecon~les isolats SD- 
6 et SD-9 ont été évalueeS en conditions de croissance autotrophe, mUotropbe et Mthtrophe. 
Pour œ faire. des Erienmeyers de 2 s  ml, coatmant 100 ml du milien 9KIIlO-EL (0.001 ou 
0.01 %) stédes et soit : 100 mg de soufie élémentab. 100 mg du soufie éïémentaire + 100 mg 
de glucose, 100 mg de glucose, ou aucun substrat (témoin n6gat.f) ont &té inocnies avec 1 mi de 
suspensions cenulanes Pour prépanz les Wspeiisions ceil- des volumes de R ml de pré- 
dtnres obtenues dans ïes rn&nes conditions & croissance ont été centrifugés, puis les celiules 

ont 6té lavées et i.espspendiies daas un volume nnaI de 5 ml du mitieu 9K Y10. Un fois 
inocuEs, les Erlenmeyers ont eîé incubés k 3ûT durant 10 jours. A toos ies jours, un volume 
& cuitme de 1.5 mi a Cté prélevé et ceabrifiige pendant 3 min dans une microcentrifugeuse B 
22OC, le d o t  bacterien a eté resarpendu dans 0.75 ml d'eau physioIogique et la suspension a eté 

conse~vée B -2ûT pour doser les protéines. Le surnageant a eté utïW imm&mnent pour 
doser le giucose résiduel et les sulfates, 

La methode de dosage de Lowry et oL (1951) modïfîée par Feig (1973) a eté emp1oyloyee 

pour doser les protéines. Un volume de 0.75 ml de NaOH 1.0 N etait ajouté ?i 0.75 ml de la 
suspension ceildaire. Le m-ge etait lai& B e g i r  8 la tempQatrrre de la pièce durant 18 
heures avant & le centrifuger et d'en p&ver 1.0 ml pour effectuer le dosage comme M t  ii 

l'Annexe F. L'absorbanœ des solutions a &é evaluée & une longueur d'onde de 750 nm sur un 
spectrophotom&e UVNis Cary 219 (Varian). 

La trousse de diagnostic Sigma #510-A pour Sanalyse wloriinetricpe du @ucose a &é 

utiüsee pour suim l ' u ~ o n  du glucose par S. d i m I ~ o x i & m  SD-6 en conditions de 
aoissance autotrophe (témoin negatif), mixotrophe et hetérotrophe. et k détermination des 

sulfates a 6té effectuee par la methode tllrbidimetrique approuvée par I'APHA (American Public 
Health Association) (1985). Les m6thodologies sont décrites l'Annexe F. 

4.5 Fixation du %O2 par la cdture mixte des SuCfobaciZZus sp. 

(SD-6 + SI)-9) (expérience réalis6e au Department of Mimbiology, University of 

Alberta, Edmonton. en collaboration avec l'équipe de IY Phillip M. Fedorak) 

La fixation de ''CO2 a eîé 6valuk dam le milieu 9K en conditions de croissance 
autotrophe, mUotrophe et h&?rotrophe en présence de ciifErentes concentrations d'extrait & 

levure. Des Erlermreyer de 125 ml semblables B des Erierlmeyers B vide ont &? utilisés pour 



cette expérience. Ckpndant, le bras de 1Edenmeyers est situe h 4 cm de ï'ouvertare et possèüe 

mi mgie de 4S0 vers le haut (Figare 4.1). 

Ngiire 4.1 Repr6sentaioa d'une fiole utilisée pour la fixation da "CO, par la 
coltore mixte des Sulfobacillus sp. 

Un premier essai a et6 effectué dans ces Edemeyers adaptes et contenant 50 ml du 

milieu 9K-EL (0.01 % PN) pH 2.25 &de auxquels du so& e h  du glutamate ont été 

ajoutes comme substrats & une concentration fiaale de 0.1 % PN. Une fiole sans extrait de 
levure contenant du soufk (0.1 8 PN) a aussi eî6 ensemencée. Les inocula ont ete préparés en 
récoltant par œntrifiigation les ceiluies des sousdtures de la culture mixte des Surfobmillirs sp. 
dans le milieu 9K-U contenant du glutamate. du glutamate et du soufre. ou du soufie. Les 
œUules ont 6té resuspendues dans du milieu 9K pour obtenir une D.O. d'environ 0.6 8 660 nm 
et 1 mi de ces solutions a et6 uutilise pour inoculer chacun des milieux. Après que les fioles aient 
ete inoculées, les deux ouvertures ont et6 f e m h  par des bouchons en caoutchouc permettant la 
pénétraîion d'une aigriille tout en restant &anche ("scubbaplugn). Par la suite. 1 ml d'one 
solution de NaHC03 0.02M (pH 9.6) a eté ajouté chacune des fioles lt l'aide d'une seringue de 
1 mi et d'une aiguille 2% x 1 YZ", pw 240 p l  d'une solotion de N ~ H ' V O ~  (environ 5 
p W )  B pH 9.6. dont la & d ~  avait préalablement & 6valuée. ont eté ajoutés (voir 
Annexe G pour le calcul de la quantité de CO, ajoutBe dans les Erlemeyers). Les cultures ont 
6té incubées B 30T sous agitation giratoire B 2ûû rpm pendant 48 h e m .  

Des échantruons ont eté prélevb périodiquement durant 3 jours pour suivre la croissance 
(série non-radioactive) et la fixation du CO, (série radioactive). Pour la nXation du CO,, un 
volume de 2 mi a &é prélevé l'aide d e  seringue de 3 ml et sur des fdtres MiIlipore 032 



Lors <ki deiixieme essai. les n@mes c01lditim de cuitures, d'Bchantillomages et 
d'analyses ont clé employées. Cependant, en plus des cmditions de aoissance autotrophe. 
mixotrophe et h~tén,trophe. l'effet de la concentration & l'extrait de levure sur la W o n  du 
CO2 a anssi été t?valué en variant la conœntration d'extrait de levure du milieu 9K-EL (0.005; 
0.01; 0,02; 0.M %) en présence de soufre éI&nentaire. Cet essai a eté effectll6 en quadruplicata 
(2 séries radioactives et 2 séries non-radioactives). Les séries non-radioactives ont 6té utiWes 
pour suivre la crOiSSazIce cellulaire qui a & 6vaiuée par un dosage protéique selon la technique 
&?crite au point 4.4. 

La fixation du CO2 par la cuitme mixte des SulfbaciUus sp. (SD-6 et SD-9) a &é 

exprim& en mde & CO, Eixeermmi culture, mais aussi en mole CO, M m g  de prot&e 
pour i'essai 2 (Annexe G). 

4.6 Oxydation des composés soufrés 

4.6.1 Détermination de 19 production de polythionates et da wlfate lors de la 
croissance de S. disulfldooktùns SD-11 sur des composés soufrés 

Les m6thodologies utilisees pour 6valm la producfion des oxyanions du soufre par S. 
&uIfl&o~&ns SD-11 ont préalablement M décrites (Dufiesne, 1993). La production de 
thiosulfate. de trithiormte et de tétrathionate lors de la croissance de Su~obucillzis sp. sur Je 
soiifre. le glutaîhïon oxydé et le îbianthrène a été détemide par cyanolyse (Kelly et aL. 1969). 
Des flacons Edenmeyers de IL contenant 500 ml de milieu 9K-U pH 2.5 et 0.5 g de substrat, 
et inoculés B partir de préa1îures sur les substrats correspondants ont eté incubés 3(P1: et 2ûû 
rpm. Un volume & 40 ml des cultures a eté préIev6 B intervalles dguliefs et cenmgt? & 20 000 
x g 8 4T pendant 15 mia. Les échantillolls ont éîé divises en aiiquotes de 6 ml et placees dans 
des Etlenmeyets & 50 ml. La pI0ced1.1~ expérimentale développée par Kelly a d (1969) pour 
le &sage du thiosulfate. du tnthionate et du tétmthiioirate a ensuite eté appliquée eiix témoins 
négatifs et aux dupliatas pour chacun des substrats, 



La d6-on des snlfates a et6 eE6Cbee par la methode tucbidimeaique appromr6e 
par I'APHA (1985). Le milieu de culture sans sdfhe de Hou et Larlan (1976) a eu? utiW lors 
& ces essais. Comme pour le mirieu 9K, & l'extrait de Ievure (0.02%) y a 6té ajouté et ie pH a 

eîé ajusté 23. Le so&. le thianthrèae et le gintathion oxydé (50 mg 1 100 ml) ont servi de 
sribsmt pour doser les sulfates- La seule source de sulfate 8tlm que am qui seront produits 
provenait & l'inocplum, Le dosage a eté Mt ii partir de 1 mi dn milieu de daire. 

4.6.2 Déterminaîion des métabolites produits lors de I'orydation de composés 
organiques soufrés par les Sulfobacillus sp. (expérience &M?e au 
Deparmient of Microbiology, University of AIberta. Edmonton en collaboration avec 
l'équipe du W Phinip M. Fedorak) 

Pour les essais d'oxydation des composés organiques soufrés. des Erlenmeyers & 250 
ml contenaient 50 ml de milieu auxqueis 5 ou 125 mg des substrats suivants ont &é ajoutés: 
DBT. thianthdae. MBT, âibeaylcjisdfïde. Ia cuïture de l'isolat SB9 mixte a eté effectuée 
dans le &eu 9K-EL (0.01 96) pH 2.3 et la culture du consortium SB20 dans le milieu BS3 
(BS4 dont le pH a eté ajusté ii 3.0). Les cultures ont eté incubées B 30°C sous agitation giratoire 
B 200 rpm. Des milieux de culture non inoculés ont 6té effectués pour chacun des substrats et ils 
ont s e ~  & témoin. 

Après la croissance. les cultures ont été tmn&?rées dans des ampoules dessiccation et 
les metabolites ainsi que les substrats non utilifes ont 6té récupérés par une extraction au 
dichlorom&hane (3 x 20 ml). Les m o l h k s  plus polaires ont par la suite eté récupérées par uae 
extraction & l'acétate d'ethyle (3 x 20 mi) de la phase aqueuse B laquelle 14.3 g de NaCl avait 
priealabIement 6té ajouté. Les phases organiques (infQieure pour le dichlommethaae et 
supérieure pour l'acétate d'ethyle) ont ensuite été passées B travers un film Whamian #2 
contenant du thiosulfate de sodium anhydre granule pour les assécher. Les extraits obtenus ont 
eté 6vaporés l'aide d'un 6vaporateur rotatif et un bain-marie B 60T jusqu'a ce qu'il reste moins 
de 2 ml. Le volume résiduel des extraits a eté diminué 0 3  mi sous un jet d'azote gazeux. 

Les extraits ont ensuite étE andysés par chromatographie sur couche mince m), 
chromatographie en phase gazeuse (GC) et chromatographie en phase iiquide sous haute 

pression @PIC). Les TLC ont été effectuees sur des piaques de Cenulose contenant un 
indicateur de fluorescence (Eastmm Kodak Co, Rochester NY) dans un solvant compost! 
d'6thanol. d'eau et d'hydroxyde d'ammonium dans les pmportions suivantes : 20: l5:l (Kropp 
et al., 1994). Plusieurs standards en solution dans le dichlororn&hane (1 % P/V) tels 
I'hydoxybenzothiopht!ne (OH-BT). le DBT sulfone. le DBT suifoxide. l'acide 2- 



salfobenzoique. I'acide 2-bipbéhyI salfonique. Sacide be- SaIfonique, le mm* et bl- 
hydroxybiphényl le phénol, le biphényI et le SaücyWâéhyck (Sigma) ont 6té utilises en p1w des 
extnûts, des substrats et da dichf~r~metfiline. Les résnltats obtenues par I X  oiu d'abord été 
analysés par urpositio11 des piques B m e  Jumière UV B 254 m. Puis, les ald%y&s ant âé 
d&&s en pulvQlsant une soliition satufée d'O-diLiILiSidine (Sigma) dans de l'acide acetigne 
giaaai sur les plaqiies alors que le réacta de Gibb (Sigma) suivie d'une soIution aqueuse de 
N+C03 10 % a été ut%& pour la &xtim des groupements aromatiques hydroxyIés . Les 
anaIyses & GC ont été réaiisees sur un chromatngraphe modèïe 5890 mwkt Packard en 
utiüsant iine colonne capillaire DB-5 de 30 m&tns, et équipé dbn &tecteur B flamme io-te et 

d'un détecteur B £hume, sékt i f  pour le soufre (Fedorak et WC-Gatic, 1991; Saftic et 
~ o r a k ,  1993). Pour les anaïyses au HPLC, les extraits solubles dans I'adtate d'6thyle ont été 

séchés et resuspendus dans 03  ml d'acémnitrile. Ils ont été analys& & l'aide d'un HPLC 
Hewlett Packard &rie 1050 sm une w1ume #22 munie d'un détecteur W B 254 nm (Fedorak et 
Aadersoa, 1992). 

4.7 Analyses enzymatiques 

Pour âétenniner la p-œ des enzymes ch% des sentiers mt?taboliques, la methode 
décrite par Selander et oL (1986) a été iitiiisee. Elle consiste il f* migrer les extraits 

enzymatiques bact&iens par éïectrophorèse sur gel d'amidon et, par la suite. B rév& 
sékcîivement les enymes recherchées. Des extraits enzymatiques des quatre bactQies 

suivantes, Aib. cycloheptanicw ATCC 49028. E. coli ATIX: 1 W98. Pscudomonas fluorescens 
ATCC 1352!5. et T. thwoaidans ATCC lm77 ont été utilisés comme témoias eégatif ou positif 
selon les cas. 

4.7.1 Préparation des extraits enzymatiques 

Les extraits enzymatiques ont eté préparés h partir de cuitures de chacun des isolats selon 
les param&tres retrouvés au Tableau 4.2. Le temps de croissance n8cessaiie a 6ré &aiue de 
mrrniere B obtenir une concentration &fisante d'enzyme dans le lysat (environ 0.5 g de cellules, 
poids humide). Ajxès croissance dans lem milieux respectifs. les œUules ont éte récoltées par 
centrifugation (15 000 x g, 10 min, 4 T )  pour la croissance en bouillon ou encore récupérées par 
raclage &partir des milieux @Oses, Elles ont ensuite 6îé resuspendues dans un tampon Tris 10 
mM (pH 6.8) contenant 1 mM de EDTA, 0.5 mM de NADP (Boehringer) et 0.1 mM 

dithiothréitoi pour obtenir me suspension nnale de 15 46 0. Pour la âétection de k 
RuBislpCase. les œUules ont etc suspendues dans du tampon Tris-HC1 0.05 M (pH 7.9) 
contenant 12 m M  &mercaptoéthanoi, 50 mM NaIiCQ et 1.5 m M  EDTA 



530 dismembratoa) avec une son& mtemédmm . . 3560 en plusieurs traitements d'me ûode de 
30 s @Our S. disJmridmu S D l l ,  SD6 et la cuitme mixte (SD-&SD-9) ainsi que pour 
SD7 et SD-8, 6 à 8 x 30 s; pour SB20 et T. t h i o o ~ .  6 x 30 s; a pou E. coü . P. 
puOrescens et A& cycbhcptanicus~ 4 x 30 s) dans un bain de glace. 

Tableau 4.2 Conàitions de aoissslrce uMlsées pour les àiff6rents Isolats et les 

SB11 glutathion réduit (0.25) 30 
&!lu- (029 30 
thiantkène ( 0 a  30 

SD-6 pure et mixte 9K-EL pH 2.25 glucose + SO (0,05) 30 
SD-7 et SD-8 MMM pH 7.1 méthanol (0.2) 30 

glycérol(O,!5) 30 
cwsortium SD-20 9K-EL pH 3.0 glucose (0.05) + SO (0,s) 30 

BS4 s0 (0.3 30 
A h  cycloheptanicus BAM-SM pH 4.5 glucose (05)  
E, coli Peptone Medium 
P. fluorescens Peptone Medium 

Les extraits bruts ainsi obtenus ont eîé centrifugés 20 000 xg, 40 min. B 40C dans une 
microcentrifugeuse. Les sumageants ont 6té tranSf6rés dans des tubes B congélation, en W o n  
Q 0.2 mi. pour ensuite C e  congel& ik -7OT jusqu'h leur utilisation. Ia collcenhration en 
proteines de chacun des Suraageants a eté détermi.de par la méthode de Lowry et aL (1951). La 
D.O. des échantillons a éü? mesurée h une longueur d'onde de 750 nm avec un 
specfrophotom&re U.VNisib1e Cary 219 (Varian). Les culots ont eté resuspendus dans le 
meme volume de la solution utiiisée pour la sonifkation et congeiés. 

4.7.2 ~ectrophorèse sur gel e l d o n  (Andrews, 1986; Anilsekar et Pacftt, 1986) 

Pour la préparation des gels et de Sélectrophod2se elle-même, les systèmes tampons 
apparaissant au Tableau 4.3 ont eté choisis en fonction des enymes recherchb (Tableau 4.4). 
Les gels d'amidon ont 6té pdpads en suspendant 48g d'amidon (Sigma S 5651) dans 420 ml 
du tampon du gel dans M &on Erienmeyer d'un litre. A m  avoir amené le tout juste au- 



desus du poiat d'êbiiilition (9000 a= me agitation constante. la sospension a été dégaz& 
pdmt 1 min oujusqu'h l'apparition de gmses buîles tout en agitant vigoureusement et versée 
immcr_clirrtp.ment dans le moule du geL La siibace du gel a ensuite eté ~ecollverte d'une peïiicuïe 
de polyethyiène et le gel a &? laissé pendent 30 min B la tempQatme ambiante pour lui permettre 
de reMdir, puis il a été place à 4T jusqu'8 son utilidon. Les gels ont été utiüsés dans un 
déïai inf&hr B 24 heures suivant lenr préparation. 

Tableau 4.3 Systèmes Tampons utilisés pour les diffhrents enzymes & l'étude 

Système Tampon d'éïechrodes Tampon pour les gels V d W e O  

I Tris-citrate (pH 8.0) 
8330 gL Tris 
33.09 g/L acide citrique 
monohydraté 

Tris-Citrate @H 8.0) 
tampon d'çlenrodes diluées 1:29 130 

Borate (pH 82) 
1830 g/L acide borique 
2.40 g L  NaOH 

Tris-Mal- (pH 7.4) 
12.10 &Tris 
i i .Sa gîL acide mal&que 
3.72 g/L E D T A W  
2,03 @L M@2AH20 

pH ajusté avec 5 g de NaOH 

Phosphate de potassium (pH 6.7) 
18.14g/L,KH$O4 
239 gL NaOH 

1,05 & acide citrique 
monohydraté 

Tris-Mal& (pH 7.4) 
tampon d'électrodes diluées 1 :9 

Phosphate de potassium (pH 7.0) 
1.06 %L -04 100 
025 g/L acide citrique 
monohydraté 

Les éiectrophoréses sur gel d'amidon ont été effectuees dans un appareil 
d'ékcmphorèse horizontale Sigma (E 1013) refroidi h I'eau. Les gels ont bte chargés & I'aide de 
morceaux (9 x 13 mm) de papier buvard de 13 mm d't5paisseur pn?aïablement imbibés des 
differents Iysats et places sur du papier-fiitre pour enlever l'excès de liquide; puis ceux-ci ont été 

insérés a un intervaue de 3 mm dans une fente faite par un peigne de 1 mm d'bpaisseur p W  
dans le gel avant que celui-ci ne soit polyrn6rM. Des morceaux imbibés de bleu & 

bromophenol (0.04 % P N  dans de l'6thanol 95 8)  ont été insérés B chaque endmité pour 
marquer le h t  de migration. Une fois le gel charge. le tampon de migration (Tableau 4.3) a 
été ajouté jusqdih 1 cm 8u-dessous du niveau du gel. Un tissus éponge (bloaiiig pad & ïWF& 

2.4 mm epaisseur) i m b i i  du tampon de migration (mais non détrempé). dont le bas etait 
immerge dans le tampon et I'extrémité supérieure en contact avec le gel (1 ii 13 cm), a etc utiüsé 
pour établir le contact entre les &ux éiectmb. Durant la migration un voltage constant a été 



Tableau 4.4 Tampons utiüsés lors de In préparafion des geis en fonction des 
enzymes et lysafs 

m e  Système Tampon 
# E-C. Nom Symbole 

wydrog- 
isocitrate np,ehydn,genase m) 
6-p-gi~conate m y m g e n a ~ e  
glucose-6-P déshydrogénase (HMP et ED) 
a-Cetogiutarate déshydrogénase m) 
glutamate deshydrogénase 
hexokinase 
6-phosphoSuctobase (EMP) 
PEP carboxylase ( W o n  CQ) 
fructose-1 &iiphosphate aidolase (ï3P) 

isoaaate lyase (cycle du glyoxylate) 
maiate synthase (cycle du glyoxylate) 
ci-synthasem) 

MDH 
IDH 
6PG 
G6P 
OGDH 
GDH 
HK 

6PFK 
PEP 
AU) 

IL 
MS 
CS 

4.7.3 Détection des enzymes 

L'efiC8Çite des rn&bdes de détections des enqmes ont 605 d'abord vCrifiées en 
microplaque (Figure 4.2 D) de meme qu'une possible inhibition des activités enzymatiques après 
l'électrophor&e (faux négatifs). 



Figure 4.2 Détection de l'activité enzymatique après 6lectrophorése sur gel 
d'amidon. (A) Système empIoyt5 pour couper les tranches du gel fait d'un 
plateau, d'un cadre. des cales de 2 mm d'épisseur et d'une plaque d'acier 
inoxydable; (B) coupe dkne tranche du gel; (C) tranche du gel; (D) résultats 
d'essais enzymatiques en microplaque. 



Pour la &kaion des enzymes, les tmches de gel elamidon ont eté incubées 37°C dans 
d i f f i t e s  solutions révélatriices, pour k plupart decrites dans le "Handbook of defection of 
enzyme on ektmphontic gelsm (Mancheko, 1994). en fonction des enzymes recben:bés (voir 
Annexe H) jrisqu'h l'apparition des bandes. ïe volume des solutions est adfisant pour la 
détection des enzymes dans prie tranche du geL Pour les solutions révdanias basées sur me 
&aion du NADP avec le PMS. me couche du gel a 6?é r&eEée avec une solution sans substrat 
pour détecter en premier liai la présence dîme &enhielle NADP réductasec 

Après l'apparition des bandes, le gel a 6té rince 3 fois B I'eau hi& (Ariilsekar et Parlit& 
1986) et le Rf  de chanme des bandes a eté mesuré (Rf : distlmce parcourue par la bande / la 
distaace parcourue par le bleu de bromoph&ol). De plus. Qnaias gels ont eté fixés par 
immersion daas une solution de g l y c h l  h 70 OC dunini quelques minutes. 

4.7.4 Dosage de la RoBisPCase : RibuIose bfsphosphate carboxyiase 

L'activité de la RuBisPCase de l'isolat SB11 a ete mesude par la rne5thode decrite par 
Hurlbert et LasceUes (1963). et modW par Shihis a DeCiam (1970) retrouvée l'Annexe 1. 
EiIe est divisée en deux parties : la pmîèxe partie implique la f(31mation de i'acide 3- 
phosphogiycérique (3-PGA). la deuxieme partie consiste B déterminer par spectmphotom&ie k 
quantité de 3-PGA formée lors de la pmnïère partie par I'oxydation du NADH. Une unité 
d'activité enzymatique a été définie comme 6tant la quantité d'enzymes catalysant la formation de 
1 mole de f F G A  / min. œ qui correspond B une décroissance de la D.O. de 0,0045 / min. 
L'activité specitisue a bté &finie en unité par mg de protéine. Des extraits enzymatiques de E. 
coü et de P. aerughma ont &té utilisés comme témoins nbgatifs alors qu'un extrait de T. 
diiooxidanr a servi de témoin positif. 

4.7.5 Dosage de la citrate lyase 

La présence de i'ATP:citmte lyase a 6té détermiaee par la m6thode de l'hydroxamate 
(Takeda et aL. 1969) decrite & l'Annexe Je Cette methode permet de doser I'acétyl-CoA forme 
lors de la réaction enymatique par la formation d'a~etylh~dro~mate qui donnera un complexe 
coloré en pn%ence de c h l o m  ferrique et d'acide ûichlomacétique. 
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CHAPITRE 5 

5. RÉSULTATS ET DISCUSSION: 

ISOLEMENT ET CULTURE DES ESPÈCES BAC'I'&UENNES 

FORMANT LE CONSORTIUM SD-2 

Lors d'un essai de d é m h é ~ t i o n  et de d6sulfination du noir de carbone pyrolytique de 
pneus usés. des boues d'usines d'epuration des eaux usées avaient etc utiiisees comme source 
de bactéries thiooxydantes acidophiles (hfhme, 1993). Après enrichissement et isolement de 
la flore thboxydmte acidophile, la présence d'une seule espèce bactérienne avait tté remarquée. 
L"io1at obtenu présentait a I'origine une bonne homog6néîté au niveau de sa morphologie 
coloniale. Les co10nies 6taient rondes d'un diarnt!tre d'environ 1 mm, bombées, de contour 
irrégulier, de couleur jaune pâie. translucides. mais devenant opaques avec le temps. 
Cependant, les colonies typiques des thiobacilles. qui apparaissaient d'abord a la sarface de k 
gélose. semblaient subir un envahissement par une deuxième espèce bact6rienne. Ap& quatre B 
cinq jours d'incubation ih 28OC. les colonies etaient transparentes, puis une opacité se développait 

leur surface. Leur coloration variait selon le pH révélé par le bleu de bromophénol : lorsque le 
pH etait inférieur 3.0, les coionks etaient jaunes avec des anneaux verdlltres apparaissant près 
de leur centre; par srlleurs. si le pH se maintenait aux alentours de 4,O. les colonies prenaient une 
teinte bleue avez des anneaux pourpres au centre. Il semblait donc &ident que la aexktence de 
plus d'un type de bact&ies avait eté maintenue au cwrs de toutes les sous-cultures de mutine et 
que nous avions de fkit isoïé un c o n s d m  badrien constitué d'au moins deux types de 
bactéries. 



En plus de la modincation de la morphologie co1oniste lors de Smcubation du 
c o d u m  sur le milieu BS4. ia présence de plus dbne espèœ au sein des colonies a été 

confinnée lors des observations en micmcopie photonique. Plusieurs bikonnets de iargeprs et 
longueurs diffémtes ont eté observes dails la cuïtnre. 

Le consortium baaérien SD-2 amsi isoIé etait cornposé. 11 pmière vue. d'une espèce 
thio-oxydante acidophile et produisant un acide minual, d'au moins une autm eq&e acidophiîe 

spondée et possiblement d'une ou plusieurs mues espèces Ce consortium pouvait croftre dans 
un milieu minémi ïiquide & pH 4.0 et a MT, utibnt le so&e élémentaire comme source 
d'energie et le CO, atmosphérique comme source de carbone. Ces conditions de mimance ont 
eté utiüsées pour le maintient du coflsortium SD-2 durant plusieurs annbP_c. 

Comme ie précise Caldwelî a oL (1997). 1 est impoitant de connaib les espèces 
imm%kms composant une communauM eiosi que les interactions qui stabilisent celte 

association avant quteIies ne soient utilisBes dans mi quelconque procédC biotechnoIogique. Ia 
pre& etape de cette recherche consistait h isoler. caractériser et identifier les espèces 
bactériennes formant ce consortium SD-2. 

5.1 SulfobaciZZus sp. SD-11 

La première espèœ du consortium SD-2 B avoir eté isolée a 6té ce& formant des spores. 
puisque la pdparation d'une suspension de spores a permis de la séparer des autres espèces 
asponilées du consortium SD2 (Dufresne, 1993). A ce moment, la pmté de la culture avait été 

verifiée par etalement & la suspension & spores en germination sur des milieux gélosés 9K-EL 
iî pH 2 J et B 4,O contenant soit du soufke, du t h i d a t e .  du glutathion oxydt? ou du glucose. 
L'agar noble. I'agarose et le Geîrite avaient été utilises comme agents gélitiants. et aucune 
croissance n'avait e<e observée. De plus, lors de l'adaptation de cet isolat B cr01̂ tre sur quatre 
substrats dont le soufre élémentaire. le glutamate de sodium. le glutathion oxydé et le 
thbnthrène. chaque sous-culture a eté h o c e  sur chaque substrat pour s'assurer de la présence 
diine seule esp?!ce. 

Ce premier isolat a 6té désigné SD-11 et farmelïement identifie comme une nouvelle 
espèce du genre SulfbaciUus, S. d i s u 1 f i d o o ~  sp. nov. @desne. 1993). puisqa'une 
seule aime espèce bactQieMe gram-positive formant des spores, acidophile et thicmxydante 
avait W décrite dans la liaératwe (Golovacheva et Karavaiko. 1978) : S. diemwsu@&oxidans. 



5.2 Isolement de I'isolat SD-6 et de la culture mixte contenant 

I'isolat SD-9 

Lors & l'adaptation du wllsortium SD-20. obtenu aprés plusieurs tentatives dtiiement 
hfiucbeuses de I'espèce aciditiante h partir du c013sortitm SD-2 (voir Annexe D), sur le 
d i i t h i o p h & n e  (DBT) cians un i n m  9K-EL pH 2.25. deux especeS bact&emes 

possédant la morphologie du Suifiobacillics sp. SD-11 ont été observées (b8tonoet en chaînette. 
non mobile. formant des spores) (Figure 5.1 A). Par la suite. la présence & deux morphologies 
ceUulairec différentes a anssi tté remwu& dans les sous-CUIhaeS de l'isolat SDI 1. 

En novembre 19%. tm nouveau d i e u  gélosé dont la composition reposait sur le milieu 
WAYE, décrit et ncommanâé par le IY D.B. Johason (Johnson, 1995). a eté utilisé pour vérifier 
la croissaaa de coIonies B panir des soUSICUltures & l'iïlat SD-l 1 et du collsoftium SD-20 
adapté sur le DBT. œ qui avait été impossible jusquP œ moment. Le mïiieu WAYE a la 
particularité d'utüiser de I'agarose lad h I'eau MistWe comme agent gt%fïmt, Cette étape 
permet d'enlever les impuretés et les moiécuïes de faMe poids moiédake qui peuvent &e 

hydrolysks lors de la stQilisation ik l'autoclave. Comme pour la culture de l'isolat SD-11 m 
bouillon, de l'extrait & l e m  ii une concentration de 0.01 % au lieu de 0.02 %, specitiée daas 
la methode. a été ajout& comme facteur de croissance. De plus, un sel de phosphate de 
potassium (13 fi) a été ajouté la solution miaWe du milieu WAYE en plus du sulfate 
ferreux (1.0 fi) utilisé pour d&aer la aoissance des bactéries feno-oxydantes, du 

tétrathionate de sodium (03 fi) pour les M e s  thio-oxydantes et du glucase (O J a) pour 
ks e s p h s  hétérotrophes acidophiles. 

Sur ce milieu (FE). de petites colonies d'un d i a m h  infCrieur B 1 mm, rondes, 
~ e v ~ ,  de couleur incolore & Egeiement mse-ormgée (après 14-21 jours d'incubation), 
translucides et possédant une surface rugueuse ont dte obtenues en plus de colonies recouvertes 
de Crisuw d'ions feniques pour les sousdaires de l'isolat SD-11 et la d î m e  provenant de 
l'e~chissernent du callsoztium SB20 sur le DBT 5.2). Lorsque cultivées en milieu 
liquide. les bactenes de ces colonies étaient non mobües et f<rmiaient de longues cha?ires & 

bâtomets minces et & longueur variable. Sur le miliE.u FïG. ces memes bsltonaets 

apparaissaient en gCnéral plus c o r n  et dodus @gure 5.1 B) œ qui demontrait un 
polymorphisme œilulaire assez prononcé pour ces isoIats. 



Figure 5.1 Photomicrographies photoniques en contraste de phase des 
Sulfobacillus sp. (A-B), de l'isolat SD-8 (GD) et du consortium 
SD-20 (E-F) en croissance sur leur milieu respectif. (Barn = 0.5 
pm). (voir matériel et methodes pour conditions de missance) 
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Figure 5.2 RésumO des manipuiations menant I l'isolement des isolats SD-6 
et SD-9 

L'isolat formant les colonies rosées a été identifie comme I'isolat SD-6. Par ailleurs, les 
colonies recouvertes de sulfate ferrique semblaient contenir plus dime espèce. Pour séparer ces 
isolats. quelques passages successifs dans un bouiUon du milieu 9K-EL contenant quelques 
grains de sulfate ferreux, suivi de I'inoculation & géloses FKi avec et sans sulfate femux 
(milieu TG) ont ete effectués. Le sulfate fefceux a 6té omis dans le milieu TG pour permettre la 
croissance de colonies sans cristaux. Nous espérions ainsi parvenir B séparer plus facilement les 
deux espèces. Cependant, il est devenu &ident après trois passages que les deux espèces 

seraient diffidles séparer. Sur le milieu TG, toutes les colonies 6taient identiques, il etait 
impossible de faire une ciifErence entre les co1onies de Iïsolat S M  et celles de la culture mixte. 
En outre, les colonies sar le miüeu F ïG etaient toujours entourées de colonies sateUtes sans 
@pité. Ces colonies &aient formées par Ilisolat S M  et d'un in isolat que nous avons 
numéroté SD-9, malgré qu'il soit toujours en cultue mixte avec l'iïofat SD-6. 



Ces deux isolats ont et6 maintenus dans le mtlie.u 9K-EL B pH 235 auquel du glucose. 
ou mi mélange de giucme et de soufre &menah, du soufie &memire, ou du glufachion 
oxydé y avaient eré apirtés comme somces Des sous-CU1tures (2 96 VN 
d"rnodum) ont amsi 6té e f f m  dans le milieu 9K-a sans substrat pour vMier l'utibtion 
de l'extrait de levure comme siibseat carboné par ces isolats- L'isolat S M  et la cuitme mixfe 
contenant 1"wlat SB9 se sont développés dans les 4 SOM- CO-ves effhmées dans 
le milieu 9K-EL sans substrat ajouté. 

5.3 Isolats SD-7 et SD-8 

La présence daos le consortium SB2 de bactéries possédant un  all le de pH & 
croisance plus considérable que les autres espèces du co~lsortium a 6té &Sée en inocuiant des 
tubes contenant 2 ml du milieu 9K-m de pH 4.0 B pH 7.0 auxquels qyelques grains de soufre 
élémentaire avaient 6te ajouîés- Plusieurs morphologies ce11dahs ont ainsi éî6 obsemées après 
5 jours d'incubation. Parmi les cultures ob il nl avait pas eu d'acidihition lors de la 
cru;'Lssance, des bâtonnets & 1.0-1.5 pm de largeur et de 2.0-5.0 pm de longueur. mobiles et 
possédant quelques fois de grosses inclusions dfringentes en inicroscopie photonique ont été 
obse~vés (Figure 5.1 C). Ces batonnets formaient des embranchements et OCC8Sio~iiernent des 

rosettes 5.1 D). Après deux passages de ces cultures liquides am milieux gélosés 9K-m 
pH 5 3  et 6.25. de petites colonies roses formées par ces bgto~ets  plus larges. observés 
précédemment daos les bouillons. se sont développeeS sur le milieu B-EL pH 4.0 contenant du 

thiosuifate. QueQues unes de ces colonies ont 6té resuspendues dans le milieu B-EL B pH 4.0 et 
des diiutions ont etc effectuées avant d'inoculer des miiieux gé1osés B-EL contenant du giucase 
lk pH 4.0. Deux types & petites colonies roses. bombées. de 1 B 2 mm de diam&tre ont été 

isolés sur ce miïie!u. Nous les avons identüï8es a m n ~  les isolats SD-7 et SD-8. Une seule 

différence entre ces deux isolats a 6té mmquée lorsque le glucose était utilise comme substrat : 
les colonies de l'isolat SD-7 etaient rose fond a traasl&&s alors que les colonies de l'isolat 
S P 8  &aient rose psle et OP~QU~S. 

Ces isolats ont d'abord eté conservés sur les milieux géloses B-EL pH 4 5  contenant du 

glucose ou du thiosulfate puis, par la suite. sur le miüeu MMM. Des sous-culhues en ont été 
effectuées tous les mois. 



5.4 Espèce thio-oxydante acidophile acidifiante 

Lors des obsenrations en miCR>BCOPie photcmique du consortium bmérkn SD-2. de 
petits bibmets mobiles possedaat k?s caracténstiqires . . morphologiques des tbiobacilles ont éîé 

observés (Figure 5.1 E). Malgré plusietus essais axeS sur lrtsolernent de la ou des espèces tbio- 
oxydante(s) acidZante(s) do consortium SD-2, ancune espèce possedant ces - n'a 
été isolée en culture pure. Après chaque essai d'isolement, la @sence de bactéries possédant 
les memes CZIfEtCtQiStiques que l'isolat SD-I 1 a et6 v&We en inoculaflt un bouillon 9K-EL il pH 
2 3  contenaat du glutamate & sodium. Pour les isolats SD-7 et SD-8. une gélose B-EL 
contenant du glucose a &é utiüsee pour vgifier ïeur présence. Ces vtkificatîcms & roaîine nous 
ont permis de suivre I'evolution de ces deux isolats lors des essais de S e p ~ o n  de l'espece 
acidifiante du consmtium SB2 et d'affirmer que les espèces SD7 et SB8 sont absentes des 
deux consortiums (consortiim SD22 et SD-20) isolés lors de l'essai de dilution en couche- 
mince & gélose (voir Annexe D). Lors du développement & colonies & ces deux consortiums 
sur les milieux géios6s iItilises. l'espèce thio-oxydante aciüi,£hnte était toujours accompagnée de 
longs bâtomets plus ou moins larges qui contenaient des granules foncées B leurs extrémités et 
que nous assumions etre des cellules des Suî$obcK:iUlcs sp 5.1 E-F). Cependam nous 
n'avons jamais observe des bâtonnets ayant les amct&istiques des isolats SD-7 et SD-8 dans le 
consortium SD-2. méme si lm présence avait été confirmée sur le müieu BEL pH 4.0 
conterrant du glucose Les consortiums ont été cultivés sur ie milieu géî& BS4 contenant du 
so& lors de sous-cultures mensuelles. 

5.5 Composition du consortium SD-2 

S. SD-11 fut la premiere espèce B avoir t?îé isolée et caractQisee h partir 
du consortium SDJ après me @riode d'adaptation sur le noir de carbone pyrolytisue. Son 
identiacation est bas& sur plusieurs critères, dont sa capaEité B oxyder le soufie démentaire. 
Cette caractesistique nous a permis & l'inclure dans le genre SufJobaciLlus au lieu de ceIui des 
Alicycbbaceülus. Les espèces du genre AlicyclobaciUlrr possèdent une morphologie œUuiaire 
semblables au especes du genre Sulfobaciutrs. mais ils sont he&otn,phes et non thio-oxydant. 

La présence dime deuxSrne espèce bactérieme cians les sous-cuItures & l'isolat SB1 1 
a t?îé observée seulement ik partir & mars 1996. Avant œ moment, aucune observation ne nous 
permettait & meme m doute la pumé de SisoM SD-I 1. La présence d'une deuxieme espèce a 
été conEirmée en &?cembre 1996 après le développement du müjeu g&xé FïG. Toutes les 
tentatives pour obtenir une cuïnire pure de i ' i i I a t  SB1 1 B partir de ceildes lyophibées ou de 



sospensions de spores prépa&s avant le mois de mars 1996 se srnt avérés négatives : les autres 
ciiltnres lyophilisees &aient mixtes et aucmie missance n'a ett! obtenue B psrtir des suspensions 

Par la suite, deux isolas (SD-6 et SD-9) possWent les auactkishqoes . . du S~obociUtrs 
SD-11 ont t?tt isoEes à partir do coasOStiucn SD2O et des soPS-CPIbms de Ir1s0Iat SD-11. Nous 
Les avons considaés comme appartenant tous deux an genre SulfbaciUus, puisqu'ils 
possédaient sensiblement les mêmes caractQisliques morphologiques et physiologiques T]e 

plus, l'extrait & levure h 0.01% 0 semble etre irtûist comme substrat (source de carbone et 
d'energie?). en plus de fomnir des f-m de CrOiSSBIIce; puisqu'en son absence. 1 n'y a 
aucune croissance de SIsoM S M  et de la cuim mixte contenant IWlat SP9. Ce phénomène 
avait déja eté observé dans le cas du Su#iobaciIlrcs sp. SD-11. Nous etions toutefois conscients 
qu'il etait toujours possible qu'ils fassent partie d'un autre genre bactérien. 

h premi&e vue, S M .  tout comme I'isoIat SDlI .  ne peut oxyder le sulfate 

ferreux. De plus, I'isolement de I ' i la t  SD-6 a parlir de souscultures de 1'isoIat SB11 nous 
permet d'erneure comme hypothèse que ces deux isolats pourraient ne former qu'me sede et 
meme qèce. 

L'absence de Sisolat SD-9 des cultures & L'isolat SD-11 avant 1996 pounait etre dO B 
l'adaptation snr le noir de carbone pyrolytique du consortium SD-2 préalabtement I'isolement 
de Irmlat SD-I 1. L'isolat SD-9 devait cependant se retrouver daris le consortium initial SD-2 et 
il est demeuré associe B l'espke acidilhte lors des diff&ents essais d~solement tout comme les 

isolats SD-11 eVou SD6. L'isolat SD-9 peut avoir 46 introduit dans les souscultures de 
l'isoht S D l l  lors des madpulstions faisant iatervenif la culture du consortium SB20 après 
adaptation sur le DBT. Ii pourrait aussi s'agir d'une mutation ou de la perte dim plasmide. 

Pour Ieur part, les isolats SD-7 et SD-8 sont des bfitonnets assez gros pour des bactéries. 
Les ceEules jeunes sont mobiles et les celluies vieillissantes possèdent plusieurs granules 
réfringents. La présence des isoIats SI)-7 et SD-8 dans le consortium SD-2 indique une forte 
t~lQance ï'acidincation. puisque le pH du miiieu de culture du consortium SD-2 powait etre 
mf&ieur 1.0 avant que nous procédions am sousîdtures. De plus, leur croissance sur le 
milieu B-EL contenant du glucose ou du thiosulfate nous pemiet de mire que leur besoin en 
azote combine est très faible ou qu'ils ont la capacite & fixer l'azote atmosphérique. Cependant, 
il est impossible. B ce stade, de détermùier les sources de carbone et d'6nergie de ces isolats. 



L'impoaPibilté d'isoler la ou les especeS acidifiantes du consortipm SB2 peut 
s'expïiqaer soit par I'abseace de l'utilisation d'un milieil de cuitme approprie ou par me nWi011 
très etroite entre l'espèce aciâüîaate et les isolats du type S i J f i .  

Même si la morphologie ceNiilaire des diff 'ntes sopches du consortium en cuiûxre pme 
t permis de les maiogoer assez fhchnent, lem morphol~gïe montre une nette tendanœ se 
modiner en fodon des conditiom de d tnre  et les rend beapcoup plus difnciles i diffQeI1cieT 
au sein du co~lsortinm. Le cOI1SOPtium SD-2 serait donc constitué de deux ou trois espèces 
bactériennes du genre SuljiobaciIlirs (SD-11 euou S M .  et SD9). & deux isolats non acidifiants 

(SD-7 et SD-8). et d'une ou plusieurs espèces acidifiantes. 



CHAPITRE 6 

RÉSULTATS ET DISCUSSION: 

LES ACIDOBACTER 

+ Phylogtnie 
- isolat S B  1 1 = SD6 : S. & ~ i x i . l r P r s  
- isolat SB9 : SukJoaacülrrr sp. 

+ Biochimie : 



CHAPITRE 6 

6. RÉSULTATS ET DISCUSSION: 

LES AClDOBACTER 

L'identification des isolats a été ICalisa par Ctapes. Les isolats S M .  SB9 et S D l l  
appartmant au gcme St@o&cilIur ont été tttudiés en piemiex, puisque le Su&obocilIus sp. S D  
11 fut le premier B ê a  isolé en culture pure. Nous avons d'abord anaiysé la moiphologie & ces 
isoIats. Puis, une ttude phylogédtique a été rtalisae pour coafimvr l 'app~nancc de cts 
isolats au geme SiJfobacilIus. Ls composition des Iipidcs mmbranains du SiJfobcuiiZb sp. 
SB11 a aussi ét6 analysée. Et finaiemtnt, nous avons daermint certains des caractércs 
biochimiques ainsi que plusieurs des amdrktiqucs physioiogiques des SrcdfobaciJIu,~ sp. 

6.1 Caracterisation morphologique 

(Thfieme, 1993). En miamuqk ~ n i q u e ,  aws avions okxavé des baoDanas qui 
posscdaicnt un granule de polyphosphatc h mie arrrtmid de la œJîult a @ois une spore se 
dévcIoppait B l'extrémité opp&c 6.1 B a C). Les Rimr!nSions moyclllles des ccllults 
du Surfo~illzu sp. SB1 1 ont été daaminCcs B l'aide des phooomicmgqhits électrcaiquts 
transmission. Les cellules vCgdtativts mtSuIBitnt clivuoa 0.344.45 & hgcur par 0.94- 
355 pm & longuem. La spore était o d e .  dtformante a situ& en position sub hamiaalc ou 
dsminalt dms la œlulc. EUe avait une fornie allangée et aplatie &on les din&mtes mtsuns 

Cffectubcs (Flgure 6.1 C) qui variaicm & 0.68-0.88 p x 0,844.20 pm paitir des coupes 
t r a m d e s  et de 0,724.92 pxn x 1 9  1.80 pm i parth des coupes longitudinales (Fi- 6.1 



6.2.1 Sulfobacillus sp. SD-11 

L'ADN codant pour SARN 16s (AD& 16s) du Su@obaciIius sp. SD-11 a d'abord & 

amplifit par la technique du PCR, puis sa séqellce nucltotidique a Cd déterminbe. Le rappxt 
du % G+C de i'ADNr 16s était & 59.3 mol % aias qiie celui & I'ADN c-que était 
& 53fl d %. Une analyse eff'ée en utilbu k progranmie BLAST & la NCBI (National 
CMta for Biofe~bnoIogy Information) a P t r é  une cxœihbt bomologk avec h stqeaa 
d'me souche identifiée 1s. the-- VKM B-1269 et déposée dans la b q u c  & 
doaaCes gCnétiques GcnBank par Tourova a d. ai 1993 sous k numéro d'accession 221979. 
ie Su&obaciZJus sp. SDl l  présentait 955 % d'bonm,logie avec Alb. cyc lo lrcp t~r~~c~~~ a 95.2 % 

avec S. t h e n n o m y F d 0 0 ~  (Tab1e8~ 6.1). Le mppm ~ o ~ Q S i o n  du Su&obociJülur 
sp. SD- 1 1 était de 13 v a s u  S. thennoSI(]fidoairidonr et de 1.1 vasus AB. cycl0hcp~'cw. 







6.2.2 Su~obacillus sp. SD-6 et SD-9 

Les AD= 16s de l'isolat SD-6 a & la culture mixte coltteaant l'isolat SD-9 ont & 
séquends par k Dr B. Gotbel. La Scpumct de l'isolat S M  Wt ideaique allt que nous 
avions &mue pour le Sdfobacütus SD-Il. ces deux isolats n'agpmicndraient dmc qua& une 
S C ~ C  SOUC~C baaaieMC.  POU^ h S U k  des CXP&hCCS, nOUS kS 8VOïB COosidbés dC OOe 

dk. 





Figure 6.2 Position phylog&&ique de I'imlat SD-11 parmi les bacthries gram- 
positives ba& sur 18analysc de ia Sequenœ de I'ADNr 165. (A) 
parcimonie, (B) neighbor-joining. Les mdncs suc les brancha 
indiquent les valem obtenues l a s  & l'analyse du & & b d h m g c  B partir & 
100 répliques. Pour les noms au cumplet, se r é f i  au Tableau 6.1 



6.3 Caracterisation des acides grris membranaires du Sulfobacillus 
sp. SD-11. 
Irg~AlicyctobaciI~a~~~paPmiirmpte&lasingaiand&trgSespèctsdu 

pmB4Cilfirrquiposs6daicntdesiipidcsmmbranaPtsparri~cr:dcs~ gras mqdiques 

(Wirsotzkty et aL. 1992). Une analyse des aciâcs gras mcmbranairrJ du SUyobacilltrr SB1 1 a 
~ttcncauéepourvCnnQlapFCse~~~deacaracPtrcchacetwlat 

L'analyse sommke des a d e s  gras membranairts du SulfobociII~(~ sp. SB11 par 
chromatographie en phase gazeuse a démontré la pFCsence d'acide gras lintaires, r a d ï &  iso (i) 
a anteiso (a). a cycliques (F@z 6.3). Les acidts gras aClS (4.753). iC16 (5.703). Cl6 
(6.3 17). iC;, C1.017). G, C7265). -clique Cl, (10305) et a-cyclique C, (13.475) ont été 
idcntifZs par c o r n p a n  avec le chromamg-it en phase gaz~rise des acides gras isolés & 
C~bocterizunpusilfwn (Suzulci ad.. 1981). Cependant, trois acides gras carrt~p~nAsuit anx 

pics posscdant les temps de rémtion 8.565.10.438 et 16.225 min. n'ont pu être identifiés. 

Figure 6.3 Chromatographie en phase gazeuse d'un extrait lipidique du 
Sulfobacillus sp. SD-11 (ics chifncs indipeat les temps de rétention des 
acides gras ui min). 

Ces trois acides gras ~ W M U S  ainsi que k nombrc d'atomes de caxbne compasam k 
cycle des acides m-cyciiques ont Cd identifiés lors d'me deuxième séparation des acides gras en 

chromamgraphie m phase gazeuse liée attc fois B un spcctiromètre de masse (un GC-MS) 
(Figure 6.4). 



Figure6.4 Chromatographie en phase gazeuse d'un extrait lipidique du 
Sulfobacillus sp. SD-11. Les chiffres (1 à 4) indiquent les pics 
comspondant aux acides gras inconnus. 

Le spectre de masse de la Figure 6.5 A a permis d'identifier le cycle de l'acide gras o 

cyclique (pic 1, position 430 sur le chmmatogramme) comme un cyclohexane, puisque que les 
fragments d'ions 83, 69. 55 a 41 dz donnait une évidence de la fragmentation d'un meau 
cyclohexyle. De plus. le fiagrnent 282 mlz qui donnait le poids moleculaire de la molécule ainsi 
que les autres hgments étaient identiques à ceux ntrouv6s pour l'acide cocyclohexyle- 
undécanoïque (o-cyclohexane C,,) décrits par S d  et d. (1981). Pour œ qui du spectre de 

masse correspondant au pic 2 (position 732-735) (Figure 6.5 B), le hgment E ~ U V ~  il 74 rn/z a 

été déplacé jusqu'2i 90 m/z Ceüe clifErence de 16 m/z était caractéristique de la présence d'un 
groupement OH oomme pour l'acide ocycloheptyles-hydroxyundécanoïque (Aiigaier et d, 

1985; Poralla et K6nig, 1983). Le M e r  fragment obtenu lors de la chromatographie en phase 
gazeuse représentant le fragment du poids rnofeCtilaine (298 = 282 + 16 = ocyclohexyle- 
undéainoique + OH) appuyait l'identification de cet acide gras comme l'acide ~ c l o h e x y i e - a -  
hydroxyundécanoïque (ocyclobexanea-OH€& De plus, la présence du groupement OH a 

cte confime iors d'une troisième chromatographie (GC-MS) réalisée sur un extrait lipidique 
dont les groupements OH avaient été prtalablement traités par silylation (ajout d'un groupement 
Si(CH,),) &suitant en une molécule plus hydrophobe et d'un poids moléculaire plus éïev6 
(370). 
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Figure 6.5 
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Spectres de masse des acides gras membranaires ocycliqiies 
retrouvks chez Sulfobacillus sp. SD-11 : (A) l'acide at 

cyclohexane-C;,, (B) l'acide ocyclohexane-a-OH-C& 
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L'acide -clique Cl, contenait aussi un anneau cyclohexyle, il a donc &é identif36 
comme l'acide ofyc10hexane-C~~. Le produit cotrespo~ldant au pic 3 du chro~~~srtngrammt 

(position 435) a été identifie annme étant l'acide ~clohcxyle£r-hydronynonanoique (o 
cyc1ohexane-a-OH-C,,), puisque les fiagmtnts m q u e s  de l'anneau cyclohexyle ainsi 
que œlui du groupement hydroxyle ont été retrouvés dans son spectre de masse (Figure 6.6). 

Le produit correspondant au pic 4 n'a pas été identint; il poumit s'agir d'acide gras Cl, B C, 
héaire ou ramifie, contenant p e u t e  un groupement m e  ou hydroxyle. 

Figure 6.6 Spectre de masse de l'acide gras membranaire ~cyclohexane-a- 

OH-q,  ntroav6 chez Sulfobacillus sp. SD-11 

Même si aucune analyse quantitative n'a Cte effixtde lors de l'analyse des acides gras du 
Surfobacilülus sp. SD- 1 1, l'acide gras oC,, était l'acide gras majoritaire suivi de 1 'cucyclohexane 
C,, en quantité Cgale avec l'ctxyc~ohexaneu-OHC,,, suivi de 1'~clohexaneu-OH-C,,. 



6.4 PropriWs biochimiques 

6.5 Caractérisation physiologique 

Pour l'&de d&Û& de la physiologie des Su&ob4ciItrcs sp., nous avons uîiiisé les 
Surfo&ciILw sp. SD-11 et S M  L'utilisation du SirlfobaciLIILiF sp. S M  est devenue nacessaire 
partir du manmt O& nais avons obtenu la confirrnstion que nos o a i s d t u r c s  du Su&obruiiUus 

sp. SB1 l avaient Cd aniramiaées (vair Chapitre 5)- Cependant, nous avons utilist les rcmltats 
dccerrainsessaiscfft~tllésavccleSrdfobocillrcssp. SD-11 péalabianem ~~ccmtamimtion. 
Dc plus. camm dCIlr,ntd riax sections 6.1 a 6.2, les S d j i ~ h i l l r r r  sp. SB1 1 a SB6 
possMcnt les mhiies am&%tîques morphologiqiies a phylopCnCtiq~es, 

P a r ~ \ ~ ~ , l e m i l i c u 9 K d i l u é  î/lOa~utüisébisdes esnis qui c h m d a h ~  un suivi 
& la des sulfates. Le d i e u  9K VI0 a dt cboisi p d  tous les müiaa 
~Spvritsensulnucsousaassulf8tes,csr~a&iéoduiqiiia&~~~llt~a~~~& 
CCOiSSBlla a un rendcmtot cellulaire les plus près de ceux obtenus pour k nglieu 9K 



6.5.1 Caractéristiques physiologiques mmnuires 

d'énagK. les S ~ o ~ l u r  sp. SD-11 a/aa SD6 ainsi quc SD-9 scmblaicnt &e cPprbIts 

CaObOIlt. En outre, ils sembhbt aussi ptiljSQ des solllces d'caergit k p k p c  - k 
TaMeau 6.2 CaractOrWques physiologiques des bol.Ls SD-6, SD-9 et SD-11 

cIcmsmœsur: 
FtTSB - - 
m + + 
BS4 - 9 

BAM - 9 

1 . R é s u l ~ d é d u i ~ ~ p a i t a d e s r t s u l t a t s ~ b t t n ~ p ~ ~ r k S ~ ~ J r r r s p .  SD-6 a SD-Il. a h  
culture mixte -tenant l'isolat SD-9 

pH 3.0-6,0, temps g6nération Supaitur h % hrs 
+:CZOiSS8ILœpoBitivt.-:sucrme~i~issanœ,f:biiblecroisspoce.nd:non~taminC 



Tableau 6.3 Utilisation der hydrates de carbone par le Su~obaefZZus SD-11 
d'après Ies résultats obtenus en u t i l h t  la grille de culture API 
SOCH (BioMérieux) 

# Substrat SD-11' # S U ~ S ~ U  SD-11' 
pairs . tScuhne - 



Tableau 6.4 Enzymes dés de diffhrents sentiers mCbboiiques retrouvées dans 
les extraits collulPires du Su~obaeiflus rp. SD-11 d dtAlb. 
eyc lohepfanicus 



6.5.4 lafiuence de l'extrait de levure 

A-me, itxtmit dthriÿcdcvaüfoirrnirâcs fiichcurs decroissanct, puisque 
aucune mhancc n'a été observée m son absence, p h p m c  les conditions de cultue 

utilis6es. De plus, il n'a pu être mnplrrd par des solutions de vitamines, d'acides tuninds- & 
prrrincs a pyrimidines, etloa de métaux en tract. Une amcentration nnalc d'extrait dc levure & 
0.01 % (Pm dans le miliea de culture était ionffiuuitc pour  soute^ la missancc du 
Si@bbociU~ sp. S M  cn prbcrict d'une aimt smœ d'&nqic a/ai de CEP60tle (F igm 6.7 
A). Néanmoins, k rradaamt du la i r e  était & btauwup inférieur h alui o b u  lasque la 
coocentmion d'extrait de l e m  était de 0,Ol 96 (RN) (Fi- 6.7 B). La da* dans la 
biomasse cellulaire a sumut Cd maquée pour la croissaact eri prbcace de glucose : ewiron 7 
fois plus de biomasse ceilulairc au niveau de la phase s ta thmh & la courbe & croissaDce en 
prCse~de0 ,Ol  %amait&lcnnepue&O,001 %. Parwnae,l~r~~uelescellulessesont 
&veloppacs ai prCscna de soufre, Taugmcntarion & la coiummh d'extrait de Icnirc n'a 
prat iquanentpasmDdif i th~~~~tnt .  D e ~ I ' c x ~ d c l c n i r t a p r o b a b l m i e m d  
&source&ca~&nc. Aunc~01~~1ltratian&0.01 %, 1apaniisPlui d kcrchanœ de 
SrclfobociZIus sp. SI% (Fîgurt 6.7 B). 



Figure 6.7 Influence de I'atrait & levure sur Ie rendement ceIlulain I o n  de 
In croinnance de Sulfobacillus sp. SD-6 â a ~  le milieu 9K YIO.EL 
pH 2,5. (A) ajout dc EL (0.01 %), Q) ajout de EL (OP1 %). 

Tmisi- Scxtrait de hnrre a probablema agi conune soma d'énergie, car il y a 
n , ~ o n d e s u l f a t e ~ m & a t e n ~ a a & s o ~ l r l h n m b M t ~ ~ 6 . 8 ) .  Lap&mœ& 
co~ldposés so&s oxydables (0.634 % & smfk. 0-74 8 de cystint a 1.05 % de mCthiamne) 
dans i'extrait de levure appuyait atpt obsavation. Cependanf la umaatrati011 dcs sulfafcs 
~Ctait trop~ev&selo11nosrkai l tatsp~rsppart~la~0~'1~1trarion&s ammesde soufit 
oxydabics de i'exttait de levue. Ii y avait envima 4 pg d'atomes de soufit, rctmuv& sous 
fomw de soufie et d'acides arninés soufrCs, par ml dc milieu; alois qu'il y a CU plus de 30 pg de 
dates  produits par mi, cc qui aquivalait B 10 pg d'atomes de soufre oxydés. CaDe d e u r  
équivalait h a augmtntaticxî & 10 96 & la amccncration des sulfat# du milieu de nùanc, car 1 
amtaait au &part environ 450 pg de SUU" / ml. Cainne aoie vaicur & In collantration â a  
sulfatts du niilicu de dtpan a été s o d t c  des domrées obtenues, h valeur obteaut pom la 
m-tratim des sulfates pmduits scmh~a i tdo~  si--t. n faiit -oas t e  compoe dc 
i'évapxatioion qui n'a pas & oompséc a coapiéoa la mtthodc analytique tmplaydc pour 
dosa les sulfates. Unc dB&cnce de f 5 pg de  sulfate^ dans un échantillon & 200 pi 
(~iiivalentB25~desuffates/ml)amaiaitaarhan~&kAcnsidoptiqut&O,OI imid 
d'absarbance. La c 0 1 1 c e n ~  des dfates dans l'eau distill6e iirilisée pouvait, L clle seule, 
faire mier & 0.02 02 d'absorbeoce k dmsité dhn staidard anaoant 1 ml d'une 
s01ution standard de 100 pg & suïfàtes 1 ml a 4 ml d'eau disrül6e. En se basant sur ces faits. 
nous avons conskW ma sigmficative toute pmducth & sulfates i n f m  ii 0.05 m@d 
m m n ~  le démontrent les barres d'écarts-types P la Figure 6.8. 



Figure 6.8 Produdion des mlfates et des protéines lors Q Is croissance 
Su~obaciUus sp. SD-6 ~ M S  It milieu 9K 1110-EL (0,Ol %) pH 2,s 
sans subgtrat ajout& 

Figure 6.9 Production des sulfates et des protéines lori de la croissance de Ia 
culture mixte des Sulfo~aciltus sp. dsns le d i e u  9K U10-EL 
(0,Ol %) pH 2 3  sans substrat douté. 



Tableau 6.5 Croissance de la culture mixte des Sulfobacillirs sp. (SB6 + SD- 
9) dPllS le milieu 9K pH 2 f contenant diffbrents facteurs de 
croissance 

- - - 

Substzats 

S0UfI.c + Glucose Glucose 

Aucun 

ExIIait de I ~ Y U I ~  (0,01%) 

Extrait de Ievm (0,001 96) 

Extrait de levure (0,001 %) + Vitamines 

Vlmmines 

Acides aminés 

Metaux 

Vimmines +Acides aminés 

Vitamines +Métaux 

Acidesaminés+Métaux 

Vitamine + Acides amines + Métaux 
'. Solution & ~itamiaes a solution de &UX ai trace (Aaotxt B); solution d'acides aniin& 

(hydrolyse acide de la caséine 0-01 %). 

Tudidité: - à +ttf 



6.5.5 UtiIht i~n des camposés carbonés organiques 

Lors de l'addition du glucose au d i e u  & cuItuze, une faible augmentaficm de la 
biomasse cellulairr a été nosot 6.10 B) bim qu'il n'y ait eu qu'me fitible cancentratioa 
de ce substrat carbone utilS. Il semblait y avoir uae faible pduction & sulfates qui pomrsit 
comsponQe B l'utilisation du glucose. Cependant, tel que prCsmté à la Figure 6.8. ape 
production Clait aop faible. Par ailleurs, les corirbts d'utilisation du giucose en prCscnœ ou 

absence & mûe &aient senablemnt les &mes (Figure 6. IO B a C). 

Pour la culme ai pdsence de SOI& @gure 6.10 D), l'extrait de levure f d t  des 
fkcm & missance. Ii savirait aussi de source de carbone el qu'obscrvt pr6camnacnt 
(section 63.4, p.102). car l'apparition des sulfates ne canespoadait pas P h production de la 
bidmaissc cellulaire. La production des aùnues était très =blc a elle s'&tait amMc ai malie 
temps que la phase expcmcntiellc de croissance De plus, la biomasse obtenue en pdscnce & 
s o u k  &ait plus ékv& qu'en @sencc du giucose. 

Cependaar, k mmrnt & l'arrêt de k phasc de missana cxpcmcnticlle (Figure 6.10 
rcpaCa)étaitk~pommuttslesculturcs. L'6puisementduoudesfactcursdcCroiSS8Ha 
foiirnis par l'extrait de levim: ou une inhibition Caust par i'exdtioil ck astains rrrkri)nliOcs 

pourrait expliquer l'an& subit & la croissance. il poumit aussi s'agir d%i manque d'énergie 
p l ~ a l i n r . n t ~ l e ~ ~ s C f i f d l ) ~ ~ ~ p ~ t r l a f i x a t i o n & C O ,  



4=po&mI +- -O-glllCwc 

Figure 6.10 Croissance du Su~obucillus sp. SD-6 dans k milieu 9K 1110-EL 
0,001 % pH 23. (A) cuitme témoin sans addition, Q) addition & glucose (1 

(C) addition de glucose (1 fi) a de soufkc (1 &), (D) a&Wm de mufie 
(1 %LI- 



L'augmentation de la mnantratim de l ' e d t  & Icviire a renmi plus évidmtt 
l'oxydation du soufie par k Su&obocif&s sp. S M  ~ i g m  6.11 D). Contmhmau B h 
production non s i p i û d v e  de sulfates observbt en présence & 0,001 % EL, ia colyxntration 

des sulfates produits a dépassé Ics 0,05 mg de sulfates / ml & miiicux. 



Figure 6.11 Croissance du Sulfobaciltus sp. SD-6 dans le milieu 9K 11 10-EL 
0,Ol % pH 2 ,S. (A) aihutt Ptmoin sans addition, (B) addition & giucost (1 
g/L).(C)aArtiti011&glucose(l~)etdesoPfrr (1 gh). (D)pdditimde soirfn: 
(1 %LI- 



~~~6t~lcesontMnosdtslors&laaoissanctdclaCUI~miXf~ri4nnlemiticu9K 
UlOconttnant0.001 % d ' c x ~ t & I c n i r t p a r q 1 k a i l a n t p u r e ~ g u r t 6 . 1 2 A a B ) .  
~ m e n t , l a p b a s e  staticmdrcde lacaurbe&aoissaace & laniltrirr rnixteaézéamdae 
plus rapidanmt que d i e  & la cuiturc pure du Su@obctciIk sp. S M .  Une dinaeaCt dans la 
densité & I'inocuïum ou un temps de gCnCration plus court pour i'isolat SD-9 pamait ~~ 
a phénomène. ou plus sixnplancnt, SarlAition de la biomasse a n d &  des &WC esptces. 
~ t , l a ~ o m a s ~ c o e 1 l ~ a t d p l u s 4 N b e e t l a p h a s e &  déclin a été ralQltiC pour la 
culaire mixte en croissance en présence & giucost. Cependan& ai présence de 0,001 % EL, les 
C J O ~  d'utilisation du glucose a de prduction des sulfates étaimt identiques & c e i k  obtcnws 
pour la culturit pure. 



Figure 6.12 Rendement cellulaires lors de In croissance d a  Sulfobuciifus r p. 
dam ie milieu 9K Y10-EL (0,001 %) pH 23. (A) CUItum pure du 
Sulfabru:ilZu.s sp. SD6 Q) culture mixte des Su&obaciItus sp. (SB6 + SD9). 

Pour essaya d'ampIifiex ks diffhiyxs m a  Its &ux +ces, nous avons aiüist une 
concentration plus éicvée d'extrait & levure (0,Ol %). Selon ks rcsultats @sentés à la F i p  
6.13Alaculmmixtt s'est compartéedciadxmmanièrcquclaculmpi~edans kmüh 
ne contenant pas d'autres sources d'6nergie a de carbciie que l'extrait de levure. Daas ces 
conditions, la production celùilaiit a des sulfates étaian équivalcntes. En prhnce & 
glucose (Figure 6.13 B), la cul- mixte a utilisé sensiblement la même & 

gïucosc que la c u b e  pure. Cependant, hi production cellulaire a canpaïit deux étapes : après 
le début de h première phase déaoissante, une &a phase exponentielle cst apparue. Lts 
plus grandes diffkncts en= les deux culmes ont été observées lozs~ut le soufre a le glucose 
étaient présents sirnul-t dans le milieu (Figue 6.13 C). Tout le gIu00st a Cté utilisé par la 
dturitmixte.Piasq~iPd~prÿen'autilist(~~~kdmèmedugi~~~~t~~rgurt 6-11 
C). De~,leproductio91dcssulfate~aCdcoatin~tduraiit~~utelaptriodede~tSS8i. Surie 
sa&c ~ i g u r e  6.13 D), la croissaoce de la cuiarrt mixte était beaucoup plus rapide (m pour 
ianiinirc~)etladurae&laphasesiationnairrCtsitpluslongueque~de lacuiturc pue 
@giac6.11D). Decefait,lcdtkd&laphascded6clinaétérctardtdans kcas&lacuituxc 
mixte en c o r n p a h n  avec celui de la culture pure De plus, l'oxydation du soufin a tic Wbc 
parrappatBla~ction&labiom8~~ectll~pomles&~~hnt~. Lcsmmxntmhns 
maximimrr & sulfw et dc pron5nts kriimt les memes pour les dwx danits (25 pg 

prottine/ml a 0.17 mg SuIEWinï pom S M  a SD6 + SD-9). 





6.5.6.1 Dosage de ïa RuBisPCaJe a de 1'ATP:citratc lyse 

Plusieurs sentiers mttaboli~uts peweiit &e iitüists par Its mifmoigamsmes non 
photmyr&@cs pour tixa k CO, Cepeidaiit, les b c t & k  &mbics vont SPROU~ aiiliscr le 
cyclede~vindwtlaRuBisPCastesti'enzyxncclé. N o p s a v ~ ~ l ~ Q M : v ~ l a p r C s c n œ &  
atte uiymt c h a  les Siryobacilillus sp. 

Lan&ho&uoiasttcomprrnaitduattspeS. Laprrmiht~asiSrai tB~uircdel ' ic idt  
3-phospboglycériqut (3PG.A) diinrat uac pCriode d'incubation de 5 min parrir du nbulose 
diphosphate a & la RuBWCasc si eUe était *te dans les extraits -iles. Ensuite, h 
3-FGA était do& par unt réaction enzymatique qui faisait intbvenir le NADH. Les résultats & 
î 'dvi té  aizymariquc & la RuBisPCast qui a dt évaluée powr & nos dB6ents arwits 
ailuiaires sont regroupés au Tableau 6.6. 

Tableau 6.6 ActivitC de la RuBisPCase dans les extraits cellulaires de 
bactéries appartenant P différent genre. 

EspèCs A D.O. moyen Activité spocinque ' 
(e-g m e )  

Tt?n.win1 0,0075 1,33 
E. culi 0.0 150 2.66 

P. jbrescetu 0,0075 1.33 
T. thbaxi&ns 0,3200 56.88 

SurfobaciJIzu sp. SDI 1 0,0250' 4.44' 

. Moymm des d e u n  obtenues partir d'extraits dm pvenant de cdults après 
ClOiSS8IIa en préScna & diffhnts substraîs (glutamate, glutahi011 oxydé et souk). 



6.5.6.2 Fixation du ''CO2 par la culture mixte (SD-9 + SD-6) 

Aumomartoùccsexpaicaccsont&ots, laprésaiccd'unc dcux i~espèc tdu  
geme Suifobacillrrs dans les sowdturies du Srifobacillus sp. SB11 n'avait pas awrc ét6 
canfirmtt. LesSOUS-CUIturt~del*isoïatSD11 mtatPtiliséespourtouslesds&fixation 
du 14C02. Quelques mois aprb la fin & œs e x @ k ~ ~ ~ ,  k prcstnct d'une d a x i b x ~  ap&c 

bactérienne dam les sous-CUIaac~ du S~&ohzci.Uus sp. Sn11 a Cd coafirnibt (voir l'isolement 
des isolats S M  et SB9 au chapitre 5). Dt plus, l'analyse du dtab~lisxœ & la Ciiùrnc utilisa 
pour les essais de fixation du '*CO, ai prhnce & so& a de glucose 6.14) a 
&mon& les méms courbes dt missance et dWisation du glucost quc celles obtenues pour la 
dm mixte des Sr<yobucillus sp. (SD6 et SD-9) (ngrire 6. 13 C). Les e ~ e ~ l c e s  dc fixation 
mi ''a2 ont donc Ctt effcctllées avec la culture mixte des Su&obaciUus sp. 



+@==@eOttibf) -sO+d==m-=) 
-giricose(eiucose) -sO+glPCOdt(%-) 

Figure 6.14 Suivi de la croissance de la culture utilisée pour lo fixation du CO, 
dans le milieu 9K-EL pH 235 en présence de soufre et de glucose, 
ou de glueose 

Par ailleurs. k glutamate de sodium a été utilisé au liai du glucose lm dcs essais & 
fixation du CO,. Au momnt de ces expérienoes, le -nt dula i r ie  de la adturc du 
Su&obru:iIIus sp. S D l l  cn prCseace & giucose émit uès faible. Ce Wtat a d'ailleurs &é 
confirmt lors des cxp&icnces du suivi du glucose pur la culture pire a la cultme mixte des 
SuifhaciIIus sp. ( d o n  65.5). De plus. la ûiomessc ctlluraRrt du Su&o&ciIIus sp. produite 1 
padr du @utmute &ait plus éIe* que alle obtenue P partir du glucost @Miesne. 1993). A a 
moment, le ghamaîe nous apparaissait un SU- de choix pour p c & h  B nos 

obtenue en prCsence d'extrait & Icnire seulement. 



Figure 6.15 Firation du CO, par les Silfobaclllus sp. (SD-6 + SD-9)  da^ le 
milieu 9K-EL 0,01 % i pH 225 en présence de soufre et/ou de 
glutamate 



Figure 6.16 Taux de fwtion du CO, par les Sul/obueiZlus sp. (SD-6 + SD-9) 
pour difierentes concentrations d'extrait de levure dans Ie milieu 
9K pH 2,25 contenant du soufre (0,l %) (moyenne arithmC.ti<iue & 5 

V&UIS étalées sur 32 h, camspoodaat & la phase txponentielk de CtOiSS8I1œ) 

Figure 6.17 Moyenne des taux de fixation du CO, par les Sulfobaclllus sp. 
(SD-6 + SD-9) en présence de soufre et/ou de glutamate ( m o y c ~ ~  
arithmétique de 5 valeurs étalées sm 32 h, voir pkteau Egiirc L 1, Annexe L) 





O 5 10 15 20 
Temps ÿo-1 

-0-sulf- -nate +trithiio- +thiosuIfahe 

Figure 6.18 Production des oxyanious du soufre par le Sulfobacillus sp. SD-11 
en présence de 0,02 96 EL. (A) et (B). soufre., (C) et @). glutathion oxydé. 



6.6 Discussion 

6.6.1 Analyse des caract6ristiques morphologiques 

La mxm&hi011 de la mo~pblogic aflulain des i s o h  S M  a SB9 appuie Iw 
qprtmmx au geme Su&okilIzu. De plus, nous ne pouvons la possibilité que ces 



6.6.2 Amlyse phplogeaétiqiie 

L'isdat S D l 1  es& phy@hé@mat d i 6  aux genres Su&o- a Aacyclobrrcillrrs 
comme Ic dQwmtrr I ' d y s c  de la soqiicace de I'ADNr 16s. Les pouraiitages molairrs de 
SADNr 16s a & l'ADN chn>mosomiqoe nm>wCs pour lïsdat S B 1  1 sont similairu $ ceux de 
S. tJiennara@&aùhm (59.3 a 54*1 m d  % rcspdvaœnt) flourov8 a al., 1994). Les 
&quesrces signames r e t m v b  aux positions 5134,1207C. 1686.9060.955.0. tt 1167- 
A(sebn la nutnémmion & E. mK) cha I'ilat SB11 axmbomnt son empkeamt dans It 
groupe des bact&ks gram-positives ayant un % G+C bas (< 55). De plus, Ics 14 suc* 
&uifs par T o m a  a al. (1994) liant les gemcs S . o b a c i I  et A&yclobrccillw, a les 
dinbeaciantdes~~~~brictaiesgram-positivt~ayantim%G+C bas sontaussirctmdscba 
l'isolat SB11 anx positions 1 5 4 4 ,  4526 ,  WA, 67243, 734-Ç 7480. 8624, 867-C. 
122-43,1123-T, 1 150-A, 1 151-A, 12974 et 1298-T. 

Pour les mis méthodes d'analyse employées, l'espèce la plus près de Iïsolat S D l l  est 
S. t h e m m n ' R N t c  malgr6 k fait que l'isolat S D l l  pFCsmtc un de@ de simihdc plus 
&WC avec A&. c y c l o I i e p ~ c ~ ~ ~ ~  Deux séquences agmms, 5'-ATiGCI'ACGGCATCGC-3' ct 
5'-AACCCCTGAAAACCGC-3' aux positions 200.222 a 1279-1296 iwpectivcmcnt, sont 
~t~iowées seulement chez S. !knno-riAnrrc et l'isolat SD-1 1 psrmi mutes les Soqueaces 
&sAD&16SdelabastdcdoaaéesduGcnBank. L a ~ œ & a s d e u x s é q u c ~ ~ c e s  
signatrrrrs appuie i'affinité phylogédtiqu~ observée mtie S. t h e 1 7 1 1 0 s u r f i d o o ~  et I'isolat 
SDi 1. De plus, I ' d y s e  phylog6nétique dcmante que L groupe f d  des isolats ALV, BC1 
ct C-MTl. ident56 -t c a m ~ ~ ~  espèces eppanaiem aux gairts SdfobaciIIus, se 
retrouve CioigoC des genres Sz#iobaciU~(~ et AI~clobocillw scion les aaalyscs & pzircimonie a 
& Ia méthode du "tIl8Iciminn ktchhnnAn. 

. . 

Surlabastdcs cmdmbps . . morpho10giquts a physiologiques sormmh, Sisoîat 
SD-11 avait déjà kt p p o d  comme une nouvde espèce du gcmt Su&obruiillur a -lé 
Sz@io&cilllrrs d i s ~ r u t u r r  S D l l  sp. nov @Pncsac a al., 1993). L'analyse 
phybgédtique appuie caie proposition, memt si k possibilité qyc S. dis- SB11 
agpmkmt au genre AIicycbbaciZlrrr n'est pas ccmplkement ocardt. 





Tableau 6.7 Liste des acides gis membranslns identifiés c h a  S. 
dioulfldooxidans SD-11 

Les acides gras mycliques sont souvent consid&% cooPme des variantes dans la 

que S d  a ai. (1981) ont rappœté la prtsenœ & cet ecide gras chez CcaoaUctmun 
pusiI1~111, iuic bectCrie mtmphilc. Cc lipide p o d t  jaia tu.t rôk & srabilisation de h 

cyc10-heptylïque ct qu'ils ont appeIé Bacillur cycl0kptQniCILS ( Z G I K ) ~  Aücychbacilkùs 
cycloheptcuticrrr par Wwtzkey a al. (1992)). Dt plus, brs & l'analyse des acidcs gras de S. 
t h e r m o s l c Q F d w ~ ,  Tsaplina rt aZ. (1994) ont démontré la prCsence de Sacide gras rn 

La présence d'acides gms hydroxyI6s peut être très utile pour appuyer la systbmfiqut 
bactéritme, surtout les acides gras ramints hydroxylés identifiés chez certaines banCrw gram- 
negatives. HabiHabcmmt, a sont surtout les aadcs gras lidains qui vont posséder un 
groupement hydroxyle. Ccpeiidaat, ces acides gras sont nuement prknts c h a  les txdries qui 
possèdent maijœitairrrnimt des acides gras r d & ,  bien que p1usicurs espbces des genns 
B e r o h ,  Qmphaigu, et Myu>coccirr ainsi que quc4uts unes des gews FLNoboacriron a 
F- possMcnt des acides gras ramifits hydroxy16s commt iQdcs gras majaritaks 
La pésmce d'acides p hydroxylés Qit donc &e a m d é d e  lors de l'examen des 
ctmmatopranniusdes~csàontles acides gras majaitains sont Rmiats (Kmada, 1991). 
Paw la acides gras identifiés sur le chmmetogranmie du S. themaos-, Tsapüna a 
01. (1994) ont ICUOWC jusqu'à 3 % d'un nouvel acide gras, i'acidt ecydohexyleu- 



Lacomparaisai&nosrçsiiltat9mr:caapubliéspot~S. tkmwsu#ba&men 
conditions & crahsanœ hétéroaopbe a permis & ICICVQ p~~ M i  -nt, 

6.6.4 Anaiyse des proprlbtés biochimiques des SulfobaciRus sp. 

6.6.5 Analyse des caract6risüques physiologiques et des sentiers m&aboliques 
des Sulfobocillus sp. 



S. disurfidoom'/tcuLc possède aussi artaim des enzymes du sentier EMP. Ccpendmt, 
mus n'avons pas dé- d'activité pour la phosphofructokinasc, rune des dwt seules aizymes 
M v d b l e s  de a sentier. Lt sentier EMP poumit donc pria un r6Ie anaholiqut plutôt que 
C.9tabnIiqucdensœcas~er. S . ~ p o s s M t d l e s w i z y m e s c l t s  du- 
ducialaat. Percoom,kst~d0cyclcduglyoxylahtncsont~plescnmdansles  
conditions de aabancc utilisk_e. Csci n'est pas s w p w  car S. disvlfidoo* est 

mcapsblt d'utiliser i'arkstr. armne substrat, a que ces enzymes sont inmiaiblcs cha les 
bactéries qui les possèdent et qui v e n t  utiliser S a c h t e  comme seule source de carbnc, 



6.6.6 Analyse du m6tabulisme des Sulf4bueiltus sp. 

Le metabolisme des Sl@b&ciUu sp. a été intepété m tenant amptc de l'influence L 
l'extrait de levure. Nous avons Bussi prOCCdC 1 des d y s e s  de fixation du "CO, pour vaifia 

les c q a c M  a u t o ~ h t s  des S@obaciltus sp. Finalement, l'oxydation des composCs sounCs 
c~ganîqucs par les SulfobaciUw sp. a Cté Ctudik. 

Le pmier r61e & î'extrait & Icnire que nous avons 6tudié a été it de ~~ & 
fhcteurs de croissance. L'extrait dc levrae n'a pu &e -lacé par 8ucu.n~ des solutions & 
facteurs de czoissanct que nous avons essayées. Iï est possible que l'éléztmt n d t i f  noccpsairr 

soit une aume m & d t  que ceiles spéQfiCes dans la iistc des compods rctmds dans I'emait 
de ltnae (Annexe C). Les facteurs de Cmssance famiis par l'extrait de leviire pourraient aussi 
être des praciirscurs de la synthèse de l'un ou de plusieurs &tabo1iats. De plus. la bscoaic est 
part~trtincapabkd'~~kproduitfinal(~~,~~c~,ec~)~cau~e&~a 

dimension ou eocac par manque d'un systèm dc tmsport qp@é (Rosen. 1978). 

suppl&XEnts nu- utilisés. De plus, S. . . doit foumir quelpue chosc au 
Su#obaciJIus sp. SB9 que l'extrait de levure ne peut Ppobablanait pas rtmplaœr, car 1 nous a 
été impossible de les séparer jusqu'h mahtman~ DaY: l'extrait & lewrt fourni un OU des 
£acteurs & CIDXSSaLIce aux S ~ o b a c i U u s  sp. 



L'utilisation paenticlie de I'exmît de kvurc conmic source de carbone a donc 6it 
anaiyséc. Nous avons déterminé au T a b h  6.2 que S. dis- peut u a F t  plusicm 
aades amids d le @utanme. la gîyciot, la cysrine, etc... cairn source & carbone aloa 
d'tnergie. L'exeait de h u r e  u t M  contient 65.85 % d'&les aminés dont 215 % sous frrmc 
d'~tgiIitamiquc(~C)œqui6quivauthimea>nccnaarioafinale&0,0014 % (Pm 
d'acide glutamique dans le milieu contenant 0.01 % EL, a 173 % d'hydrates de carbone. Ceci 
équivaut B 0,0083 % (Pm dc matiàt ananique totale possiblement asshdable par 
SurfubuciUus sp. SD-6. Il n'est donc pas surprenant qu'une l é g h  croissance soit observée 
dans les témoins sans substrat ajouté. Par ailleurs, l'extrait de levmt est surtout u W  
source & carbone primaire l q u ' i l  n'y a pas d'autre substrat carboné présent dans le rtlilicu 
(ex. : en missana sur Ic soufre). La nécessité d'ajouter m e  solution d'acides d é s  ou du 
giucosc comme source de carbone pour pemvmt h croissance dc la culnue mixte des 
Sirlfbacillas sp. en pknœ de SOI& dans un iIlilicu ne contenant qu'une solution & 
vitamines démontxe ce puint (Tableau 65). 

L'observation & la dmée dc la phase smbmak okcnue p o 0  les coitrbes & 
cxoissana, dans k milieu 9K l/l@EL (0,Ol %) m abse- de subsm du S. &h@&Wh 

6.8) et de ia dnnt mixte des Sirbfokillrrs sp. 6.9). nous a permis d'Cmcttrt 

&m hypodlescs 



6.6.6.2 Metabolisme des oomposCs carbonés oapdqucs 

Main- que les dies potimtids & i'cxtdt de Icvrire sont COMUS, nous avons 
poursuivi I'todt du mttabolisnic dcs Su&obcurilliu sp. Pour a fairt, nous avons amnncad 
par saim l'utiti.cati011 du glucose a la produclion des sulfiws dans diffiipw conditions & 
croissance. 

Leaide des paramètres de la aoissance du S. daas le miliai 9~ UIO- 
(û,ûûl% a 0.01 46) a soulevé plusieurs hypothèses. 

1. L'6puisement du ou des famurs de cmissana p o d t  Ca In cause de l ' d t  simdmé 
de la croissa~ce du S. ~~ pour toutes les conditions & aoissance t SCtude 
(Fi- 6.10 repère a) dans le milieu 9K l/lO-EL (0,ûûl %). 

2. L'Utiti,cation de catains c c m p d s  carbonds orgaai~uts par S. riis- pounait 
dCpcndre de k Prçsenœ d'une soimx d'Cn~git dina.tatit du composé iui-mênit (ex 
l'oxydation du soufre). 

4. S . ~ a u r a i t b e s a i a & w m p o s t s ~ a @ q u e s a r i m i i e s o u r œ &  
carbooe ~OCSQU~ le soufrit 6Ementairit est ptilist coamw sarrct d'hergit. 



Nous avons élabQe les deux hypothèses suivaam (&uxi&mc a midème) P partir des 
rédtaîsobservéspourlacdssanccduS. ~ e n p r é s a s œ d e g i u # > s e ( F î ~  
6.10 B). a de glucose a de soufh (Figurit 6-10 C). Ea @sencc & giucost, I ' e t  de la 
croissanœpcut&rc dG h ime iahibition crniste par I ' c ~ o n  de mttabolites ou B l'épuisement 
& la so- d'énergie. Cependant, l'ajout de ~ 0 t h  à la a h n e  n'augmente pas de mmiàe 
PignXdve l'u-on du gïucose. Dans ces conditions, l'hypotbtsc mcuant ai cause 

Fépuisement & la source d'krgie n'est plus vaIiAr!- L'hypothèse c011tinuc cepadant &te 

possible ai l'absence du soufie. Ii restc donc la possibilité que S. dis** produise 
des métabolites qui, à mie artaint concentration, vont i'inhiber. L'essai &eau& cn présence de 
0.01 % d'extrait de kviire ne nous a pas permis dc c o w  avec certitude la vaacitt de ces 
deux hypoth&ses. 

R plus. annmc l'utilisation du glucose paiwit être reliée P la *cc d'une samx 
d'6nergie. nous avons supposé qu'il y aurait une plus grande amcentration de giucose utüisé en 
présence de so&. Cependant, k pM1K)tdnc kase a été observC lors du daixièmt essai de 
croissance du S. disurfidoo* dans le milieu 9K l/l@EL (0,Ol 8) ccmte1t811t du glucose ai 

présence a en absence de soufie. ïï ariste &ux possMids qui peuvent expliquer a 
ph&o&e. 



continue. 

L e s f o ~ t s d e l a ~ h y p a h t s e ~ t ~ C l a b o r t s B p e r r i t d ~ ~ p ~ d e  
CZOiSS8I1œ du S. dh@&wjd41LI dans le d e u  9K l/lO-EL (0,001 %) ai présence de souh et 
cpi sont ds sqmmnts (voir Figure 6.10 D). La production des sulfafcs n'apparaît qu'8 la fin 
& la phasc cxponentic11c. Pourtant, si S. &z@&d&m peut aoia ai autotrophic, 1 doit 
pouvoir oxyda le s o e  pour m retira l'énergie nCcessam: ih k fixation du CO, a aimi 
pâuin le mattricl n6cessaire h sa croissance. Dt plus, la phase StariOuIlliiTt de la 
~&croissaiwxest~ua1.~0ll~~1l~011dalaPeAiminucrapidanentdèslafin& h 
phase cxponentiellc. a qui pourrait mrrcspondrit à l'cpuismient des Eacttms de aoisamx alai 
B c t n t & i a ~ è I i t ~ u c a s s i m i l a t i l e .  LaAiminuticmdtlabiomesscccllulaIcpcutaussi 
avoir Cd auis6e par l'incapacit6 du S. dlrulfidoxihm h s'attacha au sot& a B l'oxyder. un 
phénomène qui a dtja été obstrv6 lorsque la waxntraîion diilsirit est trop faible (hoalum 
inférieur B 2 %). Ce duniu txmcé est peu probable. puisque la dcnsid celilairr de la culture 

sur k soi& Ctait similain & celle de la d t u r t  sur k souk et glucose a qu'il y a eu production 
de sulnues dans ata demière. S. d i l r ~ ~  ne possMe donc probabIemat pas la 
capacité de cdtrc ai autoîmphie complèe. En pIitscaee de 0.01 % d'extrait de levure, ü dcvimt 
évident que l'oxydation du SOI& est nlia A la présemx & matiht orghquc. La production 
&sulfatesatripIéprprapportPcelleoboeaueen prCscncc &-0.001 96 EL Ccpcnaant, la 
cmksanœ cesse m&iie si la source d'énergie n'est pas épuisat. Le pH n'&tait pas la came & 
arawbit ion,carlepHWCeait&~7 etkpHopthnumdccroissana sur k soUfït est 

compris entre 2.0 et 2 J. li est toufefois possible que l ' d t i o n  de &lites inhibe la 
croissaacc commt c'est la cas pour d'autres bactCries chimtolitb~~r~phcs obli- (Mih, 
1978). 





Une q y d o n  r c s ~ e  cepmdanî i éclaircir : est- qm k Su&obcrcilh SB9 oxyde Ic 
soiintcnsulfatc? SebnlesrtdtaaobtenuspanlanilaircmixatncroisPsaadaii~kdeu 
9K l/lO-EL (0,OI 96) cn présence de soufre, nous pourrions ccmc1uft que k SubfobociIIrcs sp. 
SD-9 n'oxyde pas le s0Ufi.c. Cependant, nous ne pouvons l'affirmer, car la prtstnCt du 
SulfohciLlus sp. SB9 peut avoir influencé le âéveloppement du S.  dis^^ a aing 
avoir modifie son cornportantnt sur les Mértnts substrats. 

Si le S@ob4cilI1~~ sp. SD-9 a la clipacid d'oxyda le soufre, sa viocsse d'oxydation 
d t  plus kat que œlIe du S. disilyUloorUturr daas les catyljh.n11~ urilisots Les 
rellseigmxmîs fournis par le Tableau 6.8 appulait ces hypthhs. L. - 0 ~ 1  q e m  
& s u l f a t t p a r ] P C U l m r e m i X O t m ~ s ~ b ~ e ~ t i n f a i c m P C C n C O b t c n ~ p o ~ l f l a  
cul~pm(SD9+SD6=0.71mgsuVaa/~pdint/piP. SD-6 = 1.02 mg a i l fa tehg 
protéine /jour). De plus, le Sul fh i I Ius  sp. SB9 a un enct positif sur l'utilisation du @ucost 

par le S. disu@&wPdON SD-6 en pdsena & soufre (augnicntatim de 36 % de la vitcssc 
dttilhtion du glucose), CE& qui est beaucaip moindre cn Sabscnœ de la source d'ha 
(augmentation de 14 96 dc la vitesse dbtiüsation du giooose). 



Tableau 6.8 Cinetique de la pmdudion des sulfates et àe I'oxydation du 
glucose par k S. dirutfidooxidons SD-6 et la cuiture mixte dei 
Sulfobaciltus sp. ( S M  + SD-9). 

66.6.3 MérabolismtduCO, 

Pour vtkifiex que les S~obacilIlirr sp. ont In capdé  dc fixer k CO, des essais dc 
fixation du ont été effectués en ~ ~ S C I Y X  de 'w La cuim mixte des Su&obociUus sp. a 

été utilis6e lors de ces expaiencts, car k SdJiobueillrrr sp. SB9 a Ct& &couva par la sui=. R 
plus, l'analyse du métabolisme & la cuîtm idüis6e las &s arptrimcts de f k a b n  du "CO, a 

confirmC la prCscnce du S. a du S~@o&ci l l~  sp. SD-9. 

Quciquts observations inthsames ant résulté & premier essai & la nxation du "CO, 
En I'absenœ de l'extrait & leme, Ics conditions advuses du milieu ontprobablcm~lt déc1mchC 
la sponilation a i'6ncrgie accumdk B 1'.tnt&itur des œhks  a pmbablement td diséc pour 
i'aiimenter eu iiai d'être utilis6e pour fixa It CO, La présna du gb tama~  daas le rniticu 
rrmh1e woir un entt inhibiteur sur la fixation du CO, Malgré mie densité diilsirit plus Clcvde 



En absence dc tout substrat autre que î'cxeait & l e m  A 0,01 %, h d u i e  doit fixa le 
CO, pour pallia au manque de carbone (219 de CO, fixé / mg de prodine); il a molllcnt. 

I'extrait de icvure est probablement utjiisé amme source d'Cncrgit. Lors & rajout d'une 
source d'&uzgies Sextfait de l e m  peut alm etre utüisé comme somœ & carboat constitutif a 
ainsiAlminu~lebesoiaai~e~c~tdtlafixatio11du~(~nmokdcCO,fixC/mg 
de protéine). Le mCm phemmène est observe lors de rajout d'une source de carbone, 
puisqu'une partit du besoin en carbone constitutif est rempli par cette source de carbone utune 
(82 mole ck CO, nxt /mg & protéine). Cependant, les &ets ne sont pas c m m h i k  puisque 
brs de t'ajout d'une source d'&agie (soufie) a d'une source de carbone (glutamate) le taux & 
fixetion est sensibltmcnt le que ceux obtenus pour la croissance sur k s o u k  ou le 
glutamate (90 nmnk de CO, fixées / mg de protéine). 

L'actmté & la RuBisPCase obmée pour S. t&d@a&m est peu concltuuste. 
L'activid enzymatique sp&ifique de la RuBisPCasc évaluée pour E. wlï a P. fluoresceas 
do être presque Miie (E. COB, 2.66 d J m g  P. firroresce~~~ . 1.33 nmoWmp 
piodint.niin). LapuaüttdesdtsdulaIwpuitavOacPusC~instabilidduNADHquise 
dégrade lentement ai solution. De plus, l'activité & la RuBisPCast du S. dis- est 

fàible peu importe les conditions & croissance utüis6es (moyenne de 444 1~m04hng 









Tableau 6 9  M e  rCvW des types physiologiques des bacteries non 
phot~yntbétiques thiosxyàantes 

Type physioIogique 

ESpbCt bacténenue qui ne peut croître en 81~tos1ophie c o ~ 1 3 p k .  a qui n@asite la prtsencc de 
mati&eageniqut. 

Nous soarmes donc cn présence de M e s  qui ont des besoins nutritifs ~anplexe~.  
mais qui scmb1ent s'&e adaptées aux variations de lan en s'associant k des 
ngcioorganismes qui peuvent lem foumir ces substaaces. 



6.6.7 Anaïyse taxinomique 

scba l'analyse phybghdtiquc (section 6.2). k gu~~rllicyclobrdllu s e W t  duï le plus 
près &un point & nie phybgtattiqiit, De plus, Iw ammhmps . .  marphdogiqucs (section 
6.1) a l ' d y s e  des Iipiaes mcmbranaires (section 6.3) nous pcrmemaicnt & l'inc1~1it dans œ 

gmxe (TabIeau 6.10). 

Tableau 6.10 camd&istiqiies morphologiques du S. disu~dooridars SD-11 et 
âes espèces du genre AlicyclobuctUus 

(Bbbrci et al., 1987a) 
p ~ p e  d'isolats W b .  a~i&ori.nlrtuiu . @adand a Bmk, 1971) 

? groupe d'isolats d'Albe aeidotemestris . (Dehhad a al., 1987b) 
Ccpendaat, les cara&&@carscdristiquts physiologiques de I K ) ~  isolat a des trois espèas 

famÿint le geme AiicyclobaciUIcs sont trop diffatntes pour que le S. a le 
Su&o&cilJlrr sp. SB9 soient inclus au sein de a gcmt flablcau 6.1 1). Les csp&cs du gemc 

plus, Ics  cspèas bactaiemes du geme ~clobaci l lrrs  usnt hMrotraphes, elles oxydent It 

utilisation. Contrairtmait &ces dernias. S. t & @ W d ü h  est mixoimphh 1 n'oxyde pas le 

Nous avons aussi détcrminC que le S. âh@bm&m peut etre inhibé par une amcentration & 



Tableau 6.11 CIitllctOristiqu~ physiologiques dii S. disuI~dooxi&ns et der 
espèces du genre Al&yclobacillus 

'. Résultats hasts sur arre tadc a celle de DMhard a d. (1987a); groupe d'isolats d'A lb . 
octdornlrt/oim , parlaad a Broclc. 1971); groupe d'isolats d'AB. &terrestris , ( D d m d  
et al., 1987b) ' germhuiondessporrs: 4 O C  

? f d o n  d'acide lorqu'ii y a croissance sw le substrat 
'. S. t#n@h&m SD-Il: bouillon 9K-EL pH 2,25; A~clo&cil I~cs sp. : bouiUon BAM pH 

490 
dépend de la concentration : - O,ûûl%. + B 0.01% 

6 . ~ ~ B A M : v a i r r n n e x e ~ 9 ~ ~ : ~ ~ t z n s n t d u ~ f a m u ~ & S e m a i t  
ayp@e&soya 

- : aoisPance n6gative. + : CrOiSS8I1œ positive, ab : non âétcrminC 



Laocchniqaed'tlectmp~surgeld'~possddaitmutes1cs~~~~quc 
nous r#:herchions. En plus d'2m &onornique a rapide, ellt gmk les aizymes dans leur Ciat 
natif ccm- 1 I ' C 1 c c t r o p ~  sur gel & poiysxyIwnirtr! &nt plusieurs salutions 
mntimaent du SDS qui dalariirr Its protéines. De plus, les gels d'amidon peuvent etm coupés 
en plusieurs m c h a  a qui pcmu< de rCalisa plusieurs essais enqmatkpts par geL Ia 
psiissance de résolution des gels d'amidon est aussi trZs bonne compidc aux gels de cellulose- 
acétate, d'agamse a de polyacrylamide, puisque la remme da gel pumet une sCpatation des 
amymes basée sur Ieur grossem en plus dc leur charge (Mancheko. 1994). 

L ' é l f c t c ~ p h ~  sur gel d'amidon a tet déveIcipPae pour I'Ctude p ~ t y p i s u t  des 

isotnzym~~ des eucaryotts (Lînstram, 1993; Mata a da. 1991). des plames (Augustian rr aï.. 
1994; Ktnnedy a Thompson, 1991; Mrirquard a ul.. 1989). des fruits @n&&r a Parfia, 
1986; Ravira et af., 1993; van Humstm et ol., 199 1). des inseas (Yong, 19û4; Yong, 199 1). 
etc... Lts zymogrammts obtenus Wnt utüisés pour sépacr a clsssa les dinbnts 
organismes ou encure pom Smvn î'tvolution dts all&ls des enzymes. Depuis plusieurs ann&s, 
la méthode des isotn~yrries sur gels d'amidon a été urüis6e pwr la tai0nolmt des banéries 
phylogéd<i su~nt  ~~ (EngviLl a Nielsen, 1985; Oardes a d., 1987). 
~echnip~lt a aussi Cd utilisée pour étuüia ks e- dcs baicdrics (Manchcko. 1994). 

Les ~~ cnm les des Su&obacilll<rr sp. et d'AIb. cyclohrpt4nicicus 
ne pcmatcnt pas B eiics seules de dtnnir M nouvt8u genre, pdsqye mus n'avons pas 
démontré pxéalablancnt une urilfcnmîd &a pamms d'isœnzymes entre les souch 

d'AIicyclo&ciIlus. C c p a i w  les Su&obacilI~~~ sp. sont W o I i t h o ~ ~ h e s  (ou 
mixotrophes) a tbio-oxydants alors que les csp&es baaé&ma du geme AücycJobaciU~s sont . . -oht-tropha et qu'ils ne srnt  pas rccollllues pomoxydcr les composts soufXs ni 
pour fixa le CO, 



6.6.8 Controverse P pro- du genre SuIfobacUZus 

L'ADNr du 16s de S. t h c n i l c ~ ~  VRM-1269 a Cd re&pnc& B pmù d'un 
produit d'8113pMcation PCR par P. Diwnt (numéro d'accession X91080) en 1995. Cette fais, 
le &pence okcaue Ctait scmblab1t & celle de la bact&k tbmo-acidopbilt BCl. De pius, 
Norris a d (19%) ont publié & nouveau la séquence de l'isolat BC (numém d'accession 
U75648) en octobre 19% et ils mt identifié cd isolat amnne étant S@io&cillrrs 
rAennost@dm* BC. ?is ont aussi mmmt l'isolat ALV Su&obacilIus ocidophiltrr. La 
deux groupes & bacthies &nt très éloignés dans l'arbre phylqCn&ique, 3 1 mqmcnant 
que S. disicbfidooxi'&ns SB11 et S. t k n n o ~ r i r t r u l c  VKM-1269 Iiiasi que S. 
thennosulpd00- BC a S. ucirlophilus ALV fissent partie du gcme. Une 
conmvcrse a dors été introduite B savoir laquelle des &ux séquences tcprCscnEaitnt Ic geme 

S ~ ~ U z u  et qucl groupe devrait porter le nom du gem Su&obacillus ? 

Iï n'y a aucun doute au niveau phyloghétiqut que S. ne tàit pas partie 
du menic guüe que S. thennosrJfidoaridMs BC et S. QCidDphilus ALV. Cepenâant, de qucl 
groupe l'isolat VKM-1269 faitœil partic? La rCponsc & atte qutstion prmcmait & détaminCr 
qukiîts sont les espèces du geme Sz&obacilI~~~. 

II f a  d'abord considérer la provenance des séquences dçposécs dans la banque & 
donnée OaiBank poia SADNr 16s de l'isolat VKM-1269. Celle dépot& par Taaova a al. en 
1993 provenait diin claie a non d k m m t  d'un p&t d'amp-u PCR Iî est alors 
possible que lem séquence provienne d'un con ~ o u q u e I r c i i l m n & d t p a r t a i t C p t m i x t e ~  
Au contraire, alles dtpos6eJ par P. Dunint ai 1995 ainsi que N d  a crl. en 19% puvenaient 
-nt de produits d@arnpLifil.stion PCFL Il est assez ran que k p d d t  d'ampiifhion 



Nous avons a i d e  annparé I'anaiysc des lipides & S. S B 1  l mec 

d e  de S. & e ~ ~  VKM-1269. La comparaison n'a pas Ctt f h h  dans les cas dc 

pas tmne td &dis&. Queiqges différitllcts ont déjà W notdcs enne l'analyse des lipides de S. 
tüsr@b* SB1 l et & S. t l t e n n o m *  VKM-1269 B la Jecrioii 6.6.3. De pius, 
cn analysant les résultats obtenus Im de ia cdssanœ ai amditions at~ûotmph~~ de S. 
thennoSU]fidooxi&uzs VKM-1269. aucun acide gras cyclique n'a tté ~ t n , u v C  lorsque la baaCnt 
se développent dans un milieu contenant du sulfaic ftrrtux osaplina a d., 1994). Cependant. 
Tsaplioa a al. (1994) ont retmuv6 37.8 8 d'acide mq~lohaane  Cl, après noissaace ai 

présencede sotlfie, C a i e d i f f ~ e s t w a ~ t , p u i s q u e c e i i p i d t p o r m a i t j a u a a n  rBle 
& stabilisation de la membrane dans un en-nt extrême (DeRosa a al., 1972). Dans Ic 
cas présent. I'acidification du militu obscrvC l a s  de la croissance ai @SCIICC de souk poanait 
expliquer cate différence. Lorsque les CJlules ont été cultivées dans des maditions & 
croissance &ottophe ai pdsmct de sulf8tc f e u x  ou de pyrite a d'extrait de lewm 
stnsiblcmcnt les Mms  des gras que ceux nûouvés lorsque les ceUulcs étaient cultivées dans 
des conditions de missancc autotrophe ai pdsa~ct de sulf8tt ferreux ont été retrouvés. 
Cependant, ai conditions d'hétémtrophie. les résultats sont similains B ceux obtenus m 
conditions d'autotraphie ai Ppéstmx de soufre. L'acidificatiOn du niiüea n'inauenccrait donc 
pas la p&ence ou l'absence dw acides gras 0cycLiquts chez S. thentto- VICM- 
1269. ïI saait &W possible que la culturc iso& par les c b h e u r s  Riisscs ait érC &te. L'me 
desespècessaaitdOmin811ftcnnomhelo~dclacfOiSSanamprCscna&sulfatefamnrou 
de pyrite alas que l'autre csp&c dorninerait m prcstnce de SO& ou de gluwst. Une situation 
analogue a d'ailleurs donnt liai B l'isolement d'une nouvelle espbce de TiiiobacilZ~~, T. 
tzcidophilw B partir d'me cuitiat soi-disant puxe de T. femoo* (Guay et Silver, 1975). 

Ltanalysc des ïipidts démontre que les conditions de culturit emplaybts ont 
pbabltmtnt favori& la aoissarice d'une espèce au dttrimnt de l'autre- Les cobditions 
empIoy6ts pour faire aoîm S. thenno-rtitnnc YRM-1269 lm cies analyses 



Conmit la description du gemc S~obruiia~(~ par GoIovacheva a hravaiko (1978) était 

p r o b a b l c m c n t ~ b e s a e s i a u m c u l t u n n i i x u , i l t s t d i f n c i l t d c d i r c ~ ~ c l l t s ~  . . 
pviument dc queiits espèccs dans la dtscnptim du genre. Dc plus, f c x h  des ~~ 
physiologiques entre les deux p u p e s  du genn SulfobaciIIus. S. d i s u @ h & k s  S D l l  
n'oxyde pas le sulf8te ferrtux, maIgré que le SrdfobocilI~~ sp. SD-9 possMe ceote propri6tt. R 
ne produit pas ou peu â'acidc sulfiirique lorsqu'il oxyde le soufk ~~ ql condition & 
croissance autotrophe, mais l y a m e  faible producricm d'acide sulfunquc en coudition de 
cmiss811a mixotrophe. Dc plus. nos isolats sont mtsophiles Par ailleurs. S. 
hent~~surfidooxi&~~ BC ( N d  a al.. 1996), S. o c i d o g > ~  ALV (Nomis ef d., 1996) a 
AcidYnicrobium femOQXidQlLT TH3 (Qark et N d ,  19%) pemrmt fixer k CO, ou utüisa le 
glucose ou l'extrait & Icnirc c a x œ  SOUICC & carbone. Dt plus. üs utdisent k fa fmux 
~~mmr!sorirced'&agienprOauistm&Sacidtsulfmiqu~aiaoissaacea prtsclredesoufie. 
et sont tous th-mlbaas, 

Cependant, d g d  ces  tud des physiologiques. l'analyse phyiogcd- a dtnwwat 
que S. db@à&w* et le SulfohciIk sp. S B 9  ne sont pas appanmds aux auas espèas 
du gemc Su&obacilIus et au gane AcidUnicrobr'um (Figure 6.2). 



6.6.9 Description d 'Acidobuctet disulfdooxi&ns gen. nov. comb. nov. 

Le genre Addobacter est d i 6  au genre Aliqclobrrcillur daas le groupe des bactbies 
gram-positives au 9 G+C bas (< 55 %) selon L'analyse phylogénétique. 



LepHoptimumdccroissanctstsihiccntccpH 13 à2J.etiacrnWsaactegpoBsible h 
pH0,5B6,0D L a ~ ~ e s t & 3 5 O C , m a i s I ' i n a C N Z L U C & c m i s s a i r e v i & 4 0 C ~  
37T nieutiiiselegiuoose,legi~~k~otsth;moxydtaréduitlasdehaoissPaceen 
conditions d'héthtrrbphie. L ' d t  de hrmt est ndassaiit amniie fkteur de croissaace. 
A u n m t f d o n d ' d t  n'a trtobsavbtcncow&cmssUresurleshydrat#,& carbone 
( g n U e A P I 5 0 .  L e ~ u e o G + C & l ' A D N d a e i m m t p s r k ~ & d t n a m i s t i a n  
thermique est de 5 3 f l 8 .  



CHAPITRE 7 

~ S U L T A T S  ET DISCUSSION: 

LES METHYLOBACTERIUM 

mobiles a ploomaphes 
- pnmuics de poly-~hydroxybutyraie 
- formatao11dCros~ 

+ Biochimie : 

- acid0tolErant 

4 TtmÏ~Omit poiyphasiqut 
- MahybbacterUrm htdenrir ATCC 700534 



CHAPITRE 7 

7. RÉSULTATS: 

LES METHYLOBACTERIUM 

L'identification dcs isolats SD-7 et SD-8 a aussi été dalis& par Ctapcs commt pour les 
Aciciooacter sp. Nous avons d'abord analysé leur ~ h o l o g i t .  puis nous avons pmc& B une 
étude phyiogénétQut pour dtmmim le gmn bantricn auquel ils apparttnaimt. Ensuite. nous 
avons caracdrisC astaines dc kurs Propndtés biochimiques, la asnanrlc en q g h e  ainsi que 
les somces d'-te. Les CBÏBC<tTiStiqua physiologiques mt aussi td Ctudiécs. Nous avons 
finalement paoddC B une analyse ~ ~ I # .  

7.1 Caractérisation morphologique 



7.2 Sequence de IfADNr 165 et topologie de I'arbre phylogénbtique 

Les séquences & I'ADNr du 16s des isolats SB7 et SB8 s'étant avérées identiques, 
i'aaalyse phylog6nCtique a donc été p&c vie la dcpsoœ obtenae pour Iïsolat S a 8  
(Annexe M). Le progrannet BLAST & la NCBI a la fonction SIMlLAIUTY-RANK & la RDP 
oat éd utüisés pourmchacbales S&UCZIC~S les plus partntts B la séquctla de I'ADNr 16s & 

i'isolat SD-8 (Annexe M). L'isoIat SI18 présentait 993 % d'homoIogit avec MethybbamrUon 
sp. FM a 993 % avec M. radiotoletam VabIcau 7.1). M. radiotollacw &ait I'espbce rcco~ue 
ia plus près de nos isolats (S-ab 0,962). Le rapport transition/transvQSion & l'isolat SD-8 par 
rapport ii M. rn/tin&letcu~~ était & 1.667. Cependant, I'adre des séquclyxs des ADNr 16s & 
M. mfb&ms et du MMyCohcnLliimr sp. F37 Wt CM" dans Icm classancnt icspecrif 

parmi les au= séquences rittcnues m f011ctim des deux dtbodcs utüis6cs, 



Figure 7.1 Photomicrographies electroniques P transmission sur des sections 
de 19isdPt S M  (A). Photomicrographie montrant les granales de réserve (de 
polyphosphate ou de glyoogtnt) (GR) a le polymœphismc des cellules (f- 
de W o n e t  et & massue). (B) PhotOmicrographie d a  granules de PHB a & hi 
mcmbme. (Bam = 0,s pxn) 





La fopomogie de I ' a h  phylogaitrique de k séqrimrre & Iïsoïat SD-8 a d'abord été 
estimde par le pmgrammc fiisùDNAmî de Gary Olsen (RDP) bast sm k mttbak & "niarOminn 
likclihood". En plus des séquences des McrAytobacterUPn, naw a v m  inclus dans l'anaiyst les 
séqucn~t~ de E. c d  et de T. thiooruirrrrc ainsi que allc de B. h f h z  (nudm d'accession 
MS9060). L ' a m  phylogénétique okenu (Figure 7.2 A) émit scnsi'bîcmcnt le méme que alm 
publit par Heaishi u d (1995) et estsnt par la métbodc d'analyse & ncighbor-pniing. Daus les 
deux cas. mis sous-groupes ont été rctmuvés : le pcmia mCW M. orgumphiüion, M. 
z42mcuu0i, M. rhodesiruirmc, M. rÀodinum et M. CXtOrqucnr; le &uxième Ciait compost de M. 
mcsaplrilicum, M. rodjiotolerm a de I'isolris SD-8; aicm que le mnsitmt comprrnnsu . . -deux  
c q è m  isolées par Hiraishi a ol. (1995). 

Par la suite, la topologie de i'arbrt a W estim6t sebn les deux mtthodes II&& pour 
i'iintifiC8ticm de A. disurfidwxidansT une analyse de pardmmic a une anaiyse de acighbor- 
pining, (Figure 7.2 B) qui ont dom6 une topologie similaire. Ccpcndaiit, la topologie de ces 
arbres &ait lkgèxcmait diffkntc & celle o ~ u c  par la méti~odc du " h u m  lilrtlihoodn. Lcs 
isolats du SOUS-groupe I l i  ainsi que l'isolat BFlO etaient séparés ai deux sous-groupes & pen et 

d'autre du sous-groupe 1. Ces diffhnots toutefois n'influençaient pas la position de l'isolat 
SD-8 parmi les espèces du gmre Methylobacterium. 



Tableau 7.1 IdentitC des séquences de ItADNr 16s entre l'isolat SB8 et Iw espiecs du genre Methylobacteriurn 
ainsi que quelques prot~obactiried 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111 12 13 14 115 16 17 18 19 20 21 122 23 24 
1 S M  99,9 99.7 99,4 99,3 99.1 97.8 97,7 97.2 96.3 95.6 95,9 94,6 94,6 95,7 95,2 94,4 94.1 94,l 93.9 93.7 88,3 78.3 75,6 
2 M m ~ ~  99v6 99.3 99.3 99.1 97.7 97.6 97m1 95.5 9508 94.5 94.6 95,s 95,2 94.3 94.1 94,O 93,8 93.6 88.3 78,3 75,7 
3 M. tp. Pl5 99.2 99.2 99.0 93.6 97.5 97,2 96.1 95.6 9S.9 94.6 94,7 95.7 95,2 94-4 94.1 94.1 93,9 93.7 88,3 78,O 75.3 
4 M.wF73 99.5 99m6 98.4 97m7 9705 96vJ 95m4 96,O 94,3 9%6 95,9 95.2 94.6 94,3 94.3 94,l 93.8 88,1 78,s 75,6 
5 M. ~adiordacuu 99.3 98,1 97.7 97m4 96.1 95.8 96,4 94.3 94.8 9680 95,l 94.6 94,4 94,s 94.1 93.9 88,6 78.9 74,7 
6 M. rp, BPI5 90.3 97.5 97.1 96,O 95.3 95.5 94.0 94,2 9S.S 94.8 94.1 93,9 93,9 93,6 93,4 87,9 78,8 76,O 
7 M. rp. PC3039 97.3 97,l 95.4 94.4 94,8 93.3 94.2 94.2 9 3 3  93.3 93.0 93,l 92.9 92,s 87,3 76.8 74,7 
8 M. muophiüeym 99,2 95.1 946  95,7 94.3 94,6 93.5 94,s 94,2 94.0 94,2 94,l 93,s 89,2 77.5 76,O 
9 M. W. F18 95,2 94,6 95,5 94,l 94.7 95.6 95,l 94.4 94.1 94.1 94.0 93,6 88,7 77.4 753  
10M. rp. P43 93.7 94.1 94.2 9 4 3  94,6 92,9 93,s 93.6 93.5 93.4 92,9 87.8 37.5 74,6 
11 M. rp. BPlO 95.3 93,4 95.0 94.7 94.5 95.3 95,2 95,O 94.8 94,9 88.3 78,8 74.8 
12 M. tp. P37 95,8 95.9 96.2 94,l 94.8 94,6 9 4 3  94.4 93,8 90.0 38.8 75,3 
13 M. rp PC3û44 95.2 94,6 92,l 93.0 92,7 92,7 92,s 91.9 88.4 77,7 74.4 
14M. rp. W8 95.5 94,7 95.3 95.1 94.9 94.7 94.5 89.7 76.8 75.1 
15 ht, ~#ac lophi l~ l l l  95.9 96.8 96,6 96,6 96-2 95,7 90,l 78,2 74.7 
16M. rAoduJwrn 97,7 97.5 97,2 97,O 97.3 88,4 76,7 73,7 
17 M. atorqwcru 99.8 99,O 99.1 99.0 89.2 78,2 74,4 
18 M. rp OKlOl 98,8 98,9 98.9 88,9 77.8 74,4 
19 M. r(bdwlonwril 9 9 4  98,4 89,l 78,l 75,l 
20 M. sp. OKll8 98.5 89,2 77,8 74,6 
21 M. tamud 88,s 77,2 74.2 
22B. indic0 75,9 76,O 
23 T, tlUwRidans 79,7 
24 6. cdi 

' Basée sur l'alignement & 1327 nuclcotides (Nciborg-joining à deux paramètres & Kimm par dCktion des séquences pairées) 8 
? Hiraishi et al , (1995) 



Figure 7.2 Position pbylog6netique de I'isolat SD-8 parmi les bactbries du 
genre Methylobacterium obtenue par I'snnlye de la s6quence de 
1' ADNr 16s. (A) wmaximum likeliboodw , (B) neighbor-joining. Les 
nombres sur les branches mdigucnt les valans obtenues lors dc i ' d y s t  & rit- 
Cchantillonagc B panir & 500 r6pliques. 



7.3 Propriétés biochimiques, demande en oxygene et source d'azote 

Les Methylobrrctdh SD-7 a SB8 mt utilisés l'azote tombé & I ' d t  & leviire 
aias que l'ions ammnnium aimm source d'azote. Ccpmdaiit, aucune uoissmœ n'a Ctt 
obsav& en @sencc & nitrate. Dt plus la biomasse nclhtlam obscrvéc en piçsencc d ' d t  

de le- était supérieure h celle obtenue lorsque l'ions amdam était ajouté. A un pH dc 4.5. 
une c 0 1 l c c n ~ o n  en a ~ ~ t t  combin6 de 50 pg N / rd a ïa l a c e  des 
Methylobcrcrerûun sp. SB7 a SD8. 



Tableau 7.2 Besoin en oxygéne et en azote des isolats SD-7 et SDS 

1 

2. 
La cmissancc a été évaluée en fondon dc la turtnâité . EL : extrait de l m  



7.4 Caract&istiques physiologiques 

En plus des substrats de la griiïc API 50 CH. les isolats SD-7 a SD-8 powaimt Lïola 
daas le müw MMM @H 7.1) m prCse11ce d'aspamc, & glutamarc. d'&te, de &aca& a de 
mtthanoL Une faible aoissance a ausi Cd observée ai présence d'Ctaanol, d'acide citrique, & 

méthylamine a triméthyiamk, de mhnt qu'en prCsellce & Mmïk. Cependant, le tarhatc et le 
DMF n'ont pu supporter la missance des isolats SD-7 a SD-8. 



Tableau 7.3 Utilisition des hydrates de carbone par les imlata SD-7 et SD-d'après lw résu1tata obtenus ta 
utilisant la grille de culture API SOCH (BioMerieux) 

# Suboat SD-7' SD8l w Substrat SD-7' SD-8' 

in 
00 '. La croissance a Cté évaluée selon les c r i t h  d'obsavetion suivants pour les BeilerincAiu sp. SB7 et SD8: 



Tableau 7.4 Enzymes dés de differents -tiers métaboliques retrouvée8 dans 
les extraits ceiiulaires de M. &vcrlcds SD-7 et SD-8 

- - 

'. Rf d'une enzyme spécifique aprts Clccaophortse d'extraits ce11uhircs sur gel #amidon 
*. Présence ou absence de l'enzyme & partir d'expcrimentation en micioplaques 

7.5 Discussion 

7. S. 1 Analyse des caractéristiques morphologiques 

E n ~ m c u l t u r e p i i n . k s ~ d t s i s o l a t s S D - 7 e t S D - 8  sontplusgrosque 
aux des autres  isolat^ du consarriinn SD-2, mair ~ e m e  mapbdogie typique n'est pas obsGN6t 
dans le c0IISQCtium SB2 en niicroscopie photonique. Ccpmdan~ lp diffawkct entre la 
morphologie du la i re  observée en culture pire a dans le collsortium pour les Acàthbmw sp. 
s'applique probablanent aussi aux isolats SB7 a SD-8. k pourraient etre plus petifs ou moins 
Iargts en prCsenœ des autres cqèccs du d u m  et être confondus avec elles. 

ï~ caradàt du Gram des isolats SB7 et SB8 est hi aussi inœrtah selon les 
obSCN8tions mmphologiqucs. Tout axnm pour les Acidobaarr sp., la membraiic qpdk 



Une assoaadon entre B. laaimgenes a T. ferrod&m décrite par Tsuchiya (1978) 
nous a incité 8 Qwe, pendant un moment, que nous Ctions as @sencc d'esp&cs ba&itlllles 

du gemt Beijerinckia La morphologie dulaire des isolats SD-7 a S B 8  ressembic en tous 

points P des csptces du g a m  Be~eri~ùàu, malgr6 une incalitde au niveau du gram des 
isolats. Cependant, la morphologie colon& cst difE6tnte. Contrairitnicnt aux espèces du 
genre Be@rinckùa (Barbosa a StruckeL 1985), ces deux isolats ne produisent pas de colonies 
lIlud&s @olysaccharidcs cxtractlliilsiirrts) dans les &tiotls de croissaace utilisdcs 
Toutefois, nous &ions conscients que plusieurs auas gemcs bactaie11~ pcmaknt c u n t c ~  des 
espèccs ayant cette morphologie cellulaire. 

7.5.2 Analyse phylogenétique 

La séquence & SADNr 16s chenue pour i'isolat SD8 a permis & démniiaa 
lpappartaiaact an Gram de ces deux isolars (SD-7 et SD-8). puisque les S@CLIC~S signaants 

des bacttiies gram-positives ne coclltsp0-t pas B k m  Stquenccs. De plus, il est possible 
d'affirmer que ces isolats appartiennent A h subdivigcm a du grancl p u p e  des AwaokrcrcM 



7.5.3 Analyse des propribtés biochimiques 

Les M&hyibbmmùm sp. SD-7 et SB8 sont catalasc positive, ne priDduiscnt pas de 
pigment flu-nt. CepenAIInt, la rçaicticm négative obbnue poux le <esr du KOH sur les 
Merliylobacterircm sp. SD7 et SD-8 indiquant ia présaice de bactéries h grampositif ne 
camspond pas au Gram & ses cspbs,  puisque l'analyse phyiogéri6tïqut a déxwntd que 



7.5.4 Analyse physiologique 

L'intervaïie & pH auQMisant la croissance des Mediylobacterùun sp. S B 7  a S D 8  est 

dsgrand.coiinatkdtmontrclenoissaace~lemilim@OSCMMMoriridthanoIqiiiest 
possible pom des valeurs de pH variant aia 3.0 a 10,O. Au~mc croissance n'est obsavtt i 
des tmiptraaaes de 4OC ou 37OC Lts Methytobrrctenm sp. SB7 a SD-8 ne forme pas de 
peiiicuieBlasuifactdcsailtiirrsliqiiidcsnonagitbts. I l s p t u v m u t i l i s a l e g h ~ a a r d n t  
dans un milicu pcptoné. Le besoin en mbsaits Qcrg&iquts carixmés des MedzylobacreriLPn sp. 
S B 7  a S B 8  dans le collsodtiiim SB2 semble combié par les adtabolitcs pz~babl-t 1ibMs 
dans Ic milieu par les Ac&ûm%~ sp. ainsi quc par le ThiobrrciUur sp. 

L'utilisatioa des hydrates & carboat de la grille API 50 CH par les M&t&lbbuaecruOn 
sp. S D 7  a S D 8  varie en foactioa des amditions & croissance. Cc phénanènc est 
prr,bablcmcntcausCpartadiff'ércû~tdsriJ kpHduniiüuiaudtpartaau faitqu'il fhm une plus 
grande quantid d'acide pour faiie descendre le pH de 0.1 B pH 43 que& pH 7,O. Quclqucs 
suacsntsontputili&daiiskirmieuB-~CIcai3partsuu&uxrni~~t~~~asa 
composition est PI~SQUC identique & cdk du milieu MMM. LXge a k milia utüist pour f& 

I'inoculum peuvent aMir influencé le test De plus, lhtüisaton adusive du glucusc par 
l'isolat SD-8 expiiqut la difféience observ& au niveau de la m~c~hologic colaMale sur k müiai 
BEL au glucost. Les diffaaices & w1dCBtiOll a d'opacité des colonies, qui ont pumis & 
séparer les deux isolats, s'expfiquttlt maintenant p a ~  ce phbombe- 



7.5.5 Analyse taxinomique 

En premier lieu, k genre Meihylobocterium coatpricnd un ensemble d'eSpeces 
bactéximnes méthylotcophes fhdatives qui produisent dc @tes colonies roscs (,pi&- 
pigmented facultative methylo~hs = PPFM) (Green, 1992). Les Mcthylobacteruun tiainmt 
probabltmcnt leur pigmentation de leur @ amc ks bacdrits pouqms soufrces. car dcs 
photopigments pcwent etrt produits dans ccrraincs oonditions. Lls sont &nc classts permi les 
bactkrk phommphes aémbies (Green, 1992) ai plus d'eût souvent inclus avec les 
méthanotrophes (Hanson ct Haoson. 1996). Les M e t h y l o ~ r i r m r  sont des batonaets 
p lbmqhes  (0.8-1.0 x 1.0-8.0 pm) idCs, famant quelques fais des iwtctcs a des 
embraru:henmts. Us sont &ram-n6eatifs I variabks, mobiies a aérobies stricts. De plus h 
âémcmtrtnt une croissaiux plaat ( f d m  de la membrane de la d u l e  fille à partir d'un seul 
point au Lieu d'2txe i .  carmie pour k fission binairt). Les cellules c0tl-t sauvent 

& larges granules de PHB a qyelqws fois des gmnulcs de volutine. E k s  sont aussi cltalast a 
oxydase positives (réaction souvent fhibfe). La tenipCraant cpimak & QiDISSBuIœ SC sirnt aux 
enMirions de 25-WC Maigré k fhit que k pH aptimal soit pds de la witralirt. qudquts 
spkcs  peuvent croître B pH 4.0 a d'autres B pH 10.0. Aucunc espèce ne requiert de fâcmn & 
missance. Les espèces appmtumt a gaire ne puvat hyblyser ia a s & t ,  l'amidon, la 
ggatUlt. la cellulost ni SADN; des ont cependant une f ibk  dvid iipolytisut. IEaeS 
synth&cnt de SiiFCast, mais ne produisent pas d'indole ni de HaS. Les tests du muge de 



En prcmiez fieu, Ics  &ux espèces du gcme Methybhcmim (M. aminovot(u~s a M. 
fijkawuenua)), dont les séquences de ltADNr 16s ne soat pas disponible, am été situées dans 
leur sous-groupe rcspaxü m fond011 ck leurs cmdristiqucs phtmtypiquts uahlllau 7.5). 
Selon la liste des spbstmts utiiisés par M. aminoyo~wu, cc dernier est classt dsns k sous- 
groupe 1, ce qui I'éiiminc camae espèce possible pour notre isolat. Pour a qui est de M. 
fujisawaensu, sa ressemblance avec M. mesophüicum et M. rodiotolerm le situe parmi le sous- 

groupe ii, celui de nos isolats Ii s'ajoute &nc B M. radiatobw camne csp-t possib1e pour 
ceux-ci 



Tableau 7.5 Caract6ristiques permettant de dlflhender les espèces du genre Methylobacterium 

Sotmm de carbone M. M. M. M. M. M. M SD-7 SD-8 FIS' FOS' M. M. TK37TK40d 
cntor dudi IllûdC mtm amùw lllIjYD f i j i  mes0 TIC 38' 

e afabinose - - O O .. - +a +A +A + + +A + + + 
D-glucose .. 9 9 - - + + A V  v + + +  
D-fn)ctose - +a + +a +a +a - +A +A + - 4 - +a +a 
galactose - - - O - - +A +A +A + + +A + +a + 
Dxylase .. - O - - - + +A +A v v + + + +  
D-fucose .. .. O - - - f + A + A +  + + + + +  
Cthanol + + + + + + f f f n . d . n . d . v  + f f 
aspartatdgiutamate v O + v  - + + + + n . d . n . d .  + + + + 
acide citrique O + -  9 - + f f n.d. n.d. + + + + 

lipides /tributyrine O O 9 g 9 + + + n . d . n . d .  v n . d . n . d .  
TMAH O O .. .. + n.d. nad. n.d. n.d. - - O - 
DMF O - - O .. + -  O LL n.d. nad. - .. .. I 

~ous-gro~pe~ I I I I I I n I I I I I I I I  
'. Hiraishi et a l ,  1995: FOS fait partie du sous-groupe 16 contenant 9 isolats differents et F l 5  fait partie du sous-groupe 18 

contenant 4 isolats '. TK 38 "~iobacillus rubellus", reclassé Methylobacterium sp. (Urakami et aL 1993) '. Uralrami et Komagata (1984) 6 '. v  selon Green et aL (1988) '. Uraluuni et Komagata (1981) 
? Hiraishi et al., (1995) 
+ : positif, - : negatif, f : croissance faible, v : variable (depend des isolats), n.d. : non dt?temine 



Tableau 7.6 Regroupement des diffbrentes espèces du genre Methylobocteriua 
par différentes methodes d'analyses 

Patron d'C1tctr'oph&se4 1 I 3 2 4 4 4 4 4  
%d'hybndation~~wmr@ 1~ 1~ IG 1~ 1~ 2B 2D 2E 
% d ' h y b ~ i d a r i o n ~ ~ ~ - ~ W  A B c D E F G  G G 

-- -- 

'. Urakarni et d. (1993) 
Tg 38 TlÙobaciU~ r u b e U ~ ( ~ ~ .  reclassé Methydobacterim sp. (ürakarni et al. 1993) 

f u r a ~ a i a i a ~ a m a ~ ( ~ )  '. Umkami et Komagata (1981) 
Hood a ai. (1987) 

(MmlobacterUOn sp. ATCC 35064). d g r 6  quciqucs différences ph&notypiques, pomreimt 
être des membns de M. mesophilicm ou de M.fij&awuenw pour les raisons suivantes : ils ont 



Sur la bast des QlIBCtCnSriqucs morphologiques, phylogCnCtiques, biochirnlquies a 
physiologiques. i'isolat SB8 a aé pposé amtm une nouvelle espèce du genre 
MetJylobactcrirmt a appelé MahyGobactcrHan hwlaYir SB8 sp. nov.  me souche a par ia 
suite Cd d&p& h i'l\mencain Type Culture CoUection sous le nirmCiio ATCC 700534. 



7.5.6 Description du MethyloOucteriunz &valensi& sp. nov. 

Methylobueterfum hralensis sp. mv. Methylbbactcrium lavalensis flaval'en.sis. 
ML. gean. lovalcttsjs. du nom de l'Université Laval oD la souche a etc isolée). M. hwkmis 

est une espeCe microeaOphiîe coaStituée de bhmets mobiles contenant des granules de 
volutuie et de PHB. Il peut ~ t ~ i î t r e  dans des milieux ayant des pH variant entre 3.0 a 10.0. et 
des t e m m  comprises entre 2S°C et 35OC La dactjon de Gram est variable. Les bactéries 

& cette esp?!ce posddent une activité de catalase et une fable activité d'oxydase. 

M. lmralmsis utilise le glyctkol. Larabinose. le Lxylose, le D-fnictose. le gaktose. le 
D-fucose. le ribose. l'aspartatd'utamate. I'&tate et Sacide citrique. Il croît lentement sur 
l'&hanol. le m&hyîarnine et le trim&hyïamïne, et ne peut asïmih le diméthylfionnamide ni k 
tamate. Certains isohts peuvent utiüser le giucose et la bétalbe comme substrats. Cette espèce 
ne produit pas de 4 s  B partir du thiosulfate ou de la cystéine. Elle n'est pas dénitrifiante et ne 
produit pas de pigment fluorescent M. hadimis peut hydroIyser la tributyrine et l'utiliser 
comme source de carbone. mais n'hydrolyse pas Samidon ni la caséine. Les réactions & 
production d'indole. du rouge de mtthyl et de Voges-Roskauer sont négatives. 



CHAPITRE 8 

RÉSULTATS ET DISCUSSION: 
THZUBACIUUS THIOOXIDANS ET LE CONSORTIUM SD-2 

4QOiSsmœen~mTnaal: 
-sourct&CafbOnt:C~ 
- source d'&agie : S' 
- source d'azote : NH, 

oxydation du soufre mmganQue a organisut 
4 production d'acide sulfurique 

4 bâtorna gram-négatif a mobile 
- inclusion : grande dc so* 

4 RuBisPCase : fBtation du Cq 



CHAPITRE 8 

8. R&SULTATS ET DISCUSSION : 
THIOBACIUUS THIOOXIDANS ET LE CONSORTIUM SD-2 

La caractaisarcm de la dpnièrt espèce amnue du consoriium, i'espboc thi~xydantt 
acidifiante, ne peut être séper6e de œ k  du c o d u m  SD-2, elle n'a jamais été isolée en d t u ~ t  

pure- Une tade de ces amd&iques nmrphologiques, phylogén6tiques, biochimiques a 
physiologiques a W rCaüsbe conniic pour les ~ W C S  espèces du cms0rtiu.m S M .  

8.1 Caracteristiques morphologiques 



Figure 8.1 Photomicrographies électroniques du consortium SD-20. (A) 
Phohomicmgraphic dtcmmiqut h ~ a n d s s i o n  moamt ime cellut dt I'espèce 
acidifhte thiwxydante. @) Pbotomicmgraphic Clectromque & balayage après 
missance sur une pastüic de soufre. (C) Photomkgmpbic ~ u t  I 
transmissicm sur des sections montrant les carboxysomts (a), ks p n u l e s  & 

réserve (soufie ou volutiae) (GR), des aliules du Thiobacilh sp. O a des 

Acidobactet sp. (A), et une pré-spore (PS). ( B a m  = 1,O pm) 





8.2 Caracteristiques phylogénétiques 



- T. &k~ DSM 8584 
m 

, T .  iAiooxirirnrD6M612 

- T. farooxidarrr ATCC 23270 
I - -T. ferrooxidrpts ATCC 19859 

T .  rhioo~iripprs ATCC 19377 

, -T. thioo~icions B-53 

T* 
r 

Figure 8.2 Position phylog4nétique du clone de type 1 du consortium SD-20 
prmi les bacteries du genre Thiobucfllus basée sur I'analyse de la 

- 

séquence de I'ADNr 16s par la methode du wmaximum likeIihwdw. 

1 

8.3 Demande en oxyghe et source d'azote du consortium SD-20 

I i a M. lovdertsis 

P. muginosa 
E.m& 

T.1~q)0JitcprrcsX - 
Y 

T. ~draahennoIis r3 

Th. parimet4bOlrs ATCC 23270 
( 

T. hbpau ATCC 8158 1 



Tableau LlBesoin en oxygène et en azote du eoncorthrn SD-20 

1 

2. 
La croissance a été évaluée m fonction & la tmbklid 
EL : extrait de levure 

8.4 Caractéristiques physiologiques 

Les caractéristiques physiologiques du coI1SbCtium ont aussi Ctt d&ermiates, maïs d e s  

du T. thiooxkhns ont W déduites B partir des résui= obtenus pour Ics autres isolats (voir 
Chapitre 6 et 7) et le consortium SD-2 ou SD-20 selon les cas flableau 8.2). 

Lts espèces f<rmant le consortium avaient deux points majeurs m comrrrrm. En pnmicr 
lita. eües étaient toutes mésophiles et acidophiles ou acidotolérant~~, m%iie si le pH et la 

optimum de CIDiSS8nœ d e n t  selm les isolats. Et ckmihaxmt, le coIlSOrtium 
pouvait cmia dans un milieu minCral sans ajout d'exdt dc 1- aniime f a u r  de missmot 
et subvenir B ses beso'ms nutritifs tant qu'une soarce d'Gnergie cumrnc k soufic C l h t a i r e  ou 
unsulfurtmttalliqueluiétaitfoumi. L m s q u e t o u t e s l e s ~ ~ t r é ~ e s d a n s l e  
c o d u m  SD-2. aiican ajout de composés argarriqucs n'était idccssairc pin la croissance du 
consortium Pour a qui était des sources d'encrgie a & a c .  I arisiait une grende 
diff&enacn~lesespéceJprésentesausQn&coIlSOCti~~lb, 
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Tableau 83 Caract6ristiqucs physiologiques du T. lkfooxidans et dm eonoorüum 

Croissance dans : 
SO 
FC* 

Ac&tc 
DBT 
glutathion 

Croissancesur: 
FeTSB 
FrG 
MMM pH 7.0 
MMM pH 4.0 
BS4 
BAM 

'. Résuitats déduits ik partir des dsultats ob<enus pour chacun des isolats et pour le conSOZtium 
'. Résultats ûasés sur les c ~ n s d u n i s  SD-U) et SB22 
+ : croissance positive, - : aucune cmiss811œ, f : faible croissance, niLd : non détamin6 



Tableau 8.3 Enzymes dés de diff6rents sentiers m&aboüques nttouvk dans 
kr extraits cellulaires des partenaires du eomortium 

l. Rfd'unt enzyme spacifiqut après ClectrophOrtst d'extraits a~ulairts sur gei d'amidon 

Résencc ou absence de l't~lzymt B partir d'expérimentation ai nijicloplaques 

Dans nos cas, la &phosphogIuconate déshydrogtnase en est un bon exunplle; car brs 
& sa détection daas les tranches du gel, nous avons observe &ux bandes d'activité B partir & 

l'extrait eiizymatiqut du coIlSOitium SD-20, l'unc spécifique au NAD a l'autre au NADP 
8.3). De plus, le Rf de la bande réagissant avec le NADP Ctait le &me que celui du T. 

t h i o o ~ A T C C  19377 dors quclcRfde IaùanâespCcifiquc au NADcœrespondait h d u i  
&nu pour A. d i s u . f u b ~ ~ ~  De plus, mcunt baide n'a Cit o b m &  pour la 6 
phospho@uama& déshydroghsc du M. lat&nFis dans k consortium SDU), 

Un amrr txcmpk a td o b u  avec le malace déshydmgénase 8.3). Lors & la 
wlcxation spédkpre d'me tranche du gel pour ddccla sm activité, aucune bande d'activité n'a 
td Mentifiée pour k T. thîb&hs ATCC 19377 & mamt p pour le T. t b a û b u  du 
coIISOrtiup1. Cependaab mie sctMd positive de k m a k  déshydrog6msc a été o h &  pour 
A. d n @ h d h s  et M. Imalensis. 



Figure 8.3 Activitb enzymatiques d'extraits bact6riens après Cleetrop borlse 
wu gel d'amidon (A-d, A. -, Cons, c o n d u m  SD-20; T. 
thio, T. thioo* ATCC 19377; SD-7 et SD-8, M. lavrJtltSjS) 

8.5 Discussion 

8.5.1 Analyses des caract6ristiques morphologiques 

Les conditions d'cnrichissancnt a de culture PtilisCts pour isoler a ainsdum ont M 
axées sur l'isolemnt des thiobaciUts. Même si l'espèce acidifiante t h i w x y d a n ~  n'a pas été 

i çok  m cuituxe pure, d e  est ccniposéc de Wmcts (0.5 j&m x 1-2 p) gram-n6gatifs, 
mobiles, non sporuiés, apparaissaat isoiés ou en paire. Cette W p t i a n  était attendue. car la 
plupart des bacténcs thi-xydmes acidrfianics 

. . carnnc les diiobacilles possWcnt ces 

cmdristiques (Blais a dm, 1992). Le cytopiasmc des Ctnults thicwxydantts amtient des 
granules de volutine @olymécapbosphate, GR) a plusieurs carboxysanes (CB) ~ ~ g u r c  8.1 A a 
C) (Mayer, 1986) qui sont l - des txtdrits autotrophes. De plus. les granules 
&ingentes observés B l'intérieur des ailults & ScsptCe tiboxydantc acidifiaiioc sant 
vraiscmbiab1lemcnt des psnticuies & souk, car Ics thiobacillcs sont reconnus pour pduire  des 
pmtides de s o u f i . t G X t i a C f U ~ ( ~ l a ~ c y t o p l a c r a i q u c a l a p a r o i ~  lors du 
p d t a b o b  ahbie  du thiosulfatt (KeUy a Harrison, 1988; Kuencn et d.. 1992). 



8.5.2 Analyse phylogén6tique 

De plus. la séqutnœ du cione de type 2 compEtc est identique & c e U t  du cime & type 1. 
La présence de deux types de patrons lors du RFLP peut s'expliquer par une a m p m  
asyxxtétngut des insats aiusée par la paire d'amnrict utilisét. Ii n'y O donc quiin seul thiobacillc 
présent dans k mtlsoztium et cc dtrnicr est phyIog6dtkpn~~  s h h h e  au T. t h i o o ~  
ATCC 19377. 

8.5.3 Analyses des propriktk biochimiques 

L'inhibition du T. tlikmkhm du consortipm par l'extrait dc 1- sa 
d b i l i d  face B la matiàe organique. Ccaniie pour M. lovolenri;S et les A d h h a e t ~  sp.. k 
c o d u m  SP-20 utilise Sammcmium a i'txtrait & leme #wnmt source d'azote. D'ailleurs, 
une ttude a déjB démontré I'utibîion d'acides aminés soirrcc d'azote chez T. 
femoaxidculs (Lafleur. 1993). 



8.5.4 AnPlyse physiologique 

Lcs similitudes obsavées au niveau des Rf pour la 6-phosphogiuoonate déshydmg6nast 
pour les extfait enymatiqucs du COllSartium SDZO. &A. drrirbfidwxidant et du T. t i r i o o ~  
ATCC 19377 contirmcnt laprCscnccdeoes dmxcspècxsdans k wasodtiumen pmpmion 
silffis8nft pour que k m  activités ~~ d e n t  décdables. R plus, I'obseria d'une 
bande posstdant un Rf similanc i celui & la dphosphogiuconat~ déshydmgé~~~  du M. 
lovate& dans le c~nsat ium SD-20 corn nos ohmus Iars des essais dbIcmtnt 
quioatdémontrésonabstnœdeœconsœtium 



8.5.5 Analyse taxinomique 

Par aillem, les d t h &  d'tmicbisscmcnt a & aihure c p l p 1 ~  pour hier les 
bacttrics thiooxydantcs ont &mon& que la p1npartdes isolats provenant des sites minias sont 

0 , .  smtlstrcs aux espèces ci@ comucs sur la base de tCiP physio1ogie (Hamson, 1984) a & 
l'ho~~~)logic des séquences des ADNr 16s (Lane a d., 1992). L'i&ntif?ration de l'epècc 
addifhte thiooxydante de notre consortium camne étant un T. thomuks 

. . d t m w n  que 
marit les thiobacillcs isdts de d'8uttes ea-nts peuvent &c simùarres 

0 . .  k ceux qui 
proviennent des sites miniers. 
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CHAPITRE 9 

9. DISCUSSION GÉNÉRALE: 
INTERACTIONS ENTRE LES ESPÈCES BACTÉRIENNES 

DU CONSORTIUM SD-2 

Le consurtium SD2 est donc composé de A. dis-*, d'une sua espèce du 
gcmc Acidobcrcrer, de &UX souscspéces de M. h a k h  a & T. thtoori/tnnr. A m  
i'isolemc~lt ct la ceractbisation & ces esptccs fament le cansoaeim SD-2, une Ctudc & Icms 
interactions a été dalisée. Cependant, lts intQBCtions d&bitcs nt sont dans plusieurs cas que 
des hypothèses, puisque le temps a été b d b a n t  p u r  ks prouver hors de tout doute. Nous 
avons d'abords décrit Ics intuactions entn les cspàxs bactbicnnts du consortium SD-2 scbn k 
système de classifîcation suggéd par Slater a Bull (1978), basC sur les mtcanismcs bioIogiquts 
(Chapitre 3, ssction 3.3.2). Puis, nous avons distingué les cspùxs du consortium xlon les 

dtnnis par Brock (1966) a Slam a Bulî (1978) (chapitre 3). 

9.1 Classification basée sur les m6canismes biologiques 

Comme uae a x x x n d  peut dtmontxu les &' dc plus d'une classe dintcraction, 
nous avons aussi décrits b inmactioas entn les espèces bactaitnnes du a m s d u m  d o n  les 

Hets  surlauoissanœ (co-tioa, antagonisme, caimimsalisnc a mutuahme) (Chapitre 3. 
section 3.3.1). 



9.1.1 Ecbinge de facteurs de croissance 

c n a l e s d c ~ ~ A ~ s p .  (Figurt9.1). L e f w e m & ~ f o m n i t p a r I ' A c i d a o a * a  
sp. i A. dis-ri/inilc peut est fcmplad par 1'&t de Icvme. Cependant, l'invase n'est 
piobabttmtnt pas vrai, car aucune missancc de I'Acidoocrmr sp. en ailturt pint n'a 6it 

Acidohtw sp. 7 
Figure 9.1 Échange de facteurs de croissance entre les deux Acfdobacter sp. 

b 

Lors de la croissance du COIlSOQtium dans k milia BS4 sans extrait & levuft, T. 
. . t h w a h s  fournit les f e u s  de croissana nécessaires au dévdoppax~nt dcs AddolrUcra sp. 

De même, les Acidobacter sp. doivat suppiéer des Wumts nutritifs au T. t lùbdibs. Il 
anstc&ncuaerielationmu~aiaIcsAcidoboarrsp.eth T. t m  

. .  . Alars, il n'est 

pas wnpnnant qu'ils possèümt des k m  si &mb l'un avec i'autrt et qu'il ait at impossi'bk de 
les séparer. 

. 
Faicoans & croissance 
aunmranp-t 

9.1.2 Approvisionnement d'un 4Iément nutritif 

Aucune espèce du geme Methylo- n'a td rapportée cainnc fixanicc d'azote. 
Ccptndant, k gem Merhylbwerirun est siait dans la sous-classe a-2 des ProteobQcteriO en@ 

œrtains genres bactériens fbtcm d'azote (Rhizobium et Azothiwbium) et les bc&ics 

pompes SO&&S (Rhoctopseudomonar a Rhudtplones) @bish i  a al., 1995). De plus, 



Figure 9.2 Métabolisme de I'azote par le consortium SD-2 

9.1.3 Diminution de l'inhibition de croissance 

Les Acidobocter sp. a M. ImakènFis ait étabii une dation oammaisaIe avec k T. 

les mttabolites orgaaiques araétés par ce danier Figure 9.3). Cependant, l'utilisation de ces 

i ? 
- - œ œ I o . - - - - C I œ  Acirtobocter sp. 

Figure 9.3 Production de m&abolites par T. 



Figure 9.4 Métabolisme du glucose par les Acidobacter sp 

9.1.4 Cométabolisme des composés soufrés organiques 

Lors & i'utilisation de composés soufrcs organiques, les Acidooaaa sp. oxydent 
particlle~~bent les ammes dc souâc en oxyanions du souk (Chapitre 6. section 6.6.6.4) qui sont 
par la suite oxydts par le T. thioaxidanr (Caapit~it 8). A a moment, Nous sonmvs 
probablemtnt en présena d'une rtlatim munialiste enîze ces dcux espèces bactéricmts, 
Cependant, T. rhiooriAnnc a une xeiation d'antagonisme avec les autres cspèœs du c o d u m  
causé par sa production d'acide sulfunque (Figurc 9.5). 

Figure 9.5 Métabolisme des composés soufrés organiques par le consortium 



9.2 Distinction des espèces bacteriemes du consortium SD-2 bade 

sur leurs fonctions 

Apds l'analyse & toos nos résdtats, k T. rhioaOdm rr i'cspèct dotmnante du 
consortium mîme s'il a absolument besoin des Ac&h?w sp. pour cmbc aias  que ces 
dcrnièxesscraientdesespècesassociées. L e T . t i i i o o ~ e t l e s ~ s p .  sonttousdes 
mitiran~priolaHcsdu~~~~,maisenpdseace&cwposCsounla~~e,Les 
AcidOhmw sp. srnt les utüisataas @maires a le T. thiooriri/utc, liuiïheur S C O O ~ .  Par 
ailleurs, M. balensis leste une espéa -;iicidce du consoirium, sauf s'il s'avérait &e un 
fixetcur â'amtc. Ii pourrait alors &venir une espèce associée au d m c  titre que les A- 
sp. De plus, M. lavdensi;r et les Acithhmw sp. pueat aussi k r& d'utüisatcurs secondaires, 
carilsutiliseatlesmet8b0Litcsoulesproauit~dtlalyse~iilrrintpom~0i~trie. 



CONCLUSIONS 

4 AcLdotKlctet gcn. nov. 
4 S D l l  = SD6 :A.  &cdfidooxidats 

ATCC 5191 1 
+ SD9 : Aciciobllcter sp. 

CS-S-C + oxyanions du S O ~  

ATCC 700534 

Consortium SD-2 



CONCLUSIONS 

Cependant, 1 est très difncilt d'Cnidier m COIlSQZtium si les mi- 
Partiçipants a lans interactions sont inconnues La pmniàt dfap a donc mnsist6 à isola les 
espèces bactariemes du wnsortium, puis B les idmtina a les m. Par la suite, nous 
avons anaiysé leurs propriétés pMmtypiques & manière ii mimx axnprcnQt les infcracticms 
qui les reliaient potentiellanent ti lïnt6ieur d'un mllsoatiutrt 

Nous avons détemi& que le mxuortium bacotrien est composé d'Acictobocter 
disu@dw* gai. nov. camb. nov. (SD-11 a SD-6). & MerlrylobcrctcrirPn lcrvalemris sp. 
nov. (SD-8), de ThiobaciIIus tAia;iusidans, d'une autre cspèoe appartenant au g a m  Acidoo<lctcr 
(Acidobacter sp. SD-9). puis Wcmtnt  d'une sousespèce de M. lovalellsis (SD-7). Toutes ccs 
espèces ont la propriété d'être acidophiles ou acidotol- De plus, ltm tcm- optimale 
de croissance se siaie atre 20 et 3 7 O C  Lcmqu'eiics sont rcgrr,upCes ii l'intérieur du 
consortium, des n'ont besoin pour cdtlrt qm d'une seule sounr d'Cncrgie qui peut &IIC 

f d p a r l e  soune--. 

Les Aadobocter sp. sont des ùa&& gram-positives m fmnc de hauwrnc~. non 
mobiles mais famam dcs sparts. Eücs soat c h i m i o I i t b o h ~ h e s ,  puisqu'eUes ont Win 

d'me source d'énergie imrgan@ueou organique d i f f i t e  de leur source @c@k de carbm 
pour se dtvtbppcr, mut ai ayant ptu t -h  k capcité & k Ic CO, Ces isolats ont d'abord 
été idcntüïés - des cspèccs du gcm Su#Io&cillus sur la base de leurs cPraaaisoqu 

. . 
es 

morphologiques, phylogCn&iques a physiologiques. Cependant, une controverse a Cpt 

soulcv€e sur la p d  de la culture de S. tkmwm@hd&ms, souche de réfatna du genre 



Pour idcntifk les espèces du consortium, nous avons donc dO nous besa sur le principe 
cle la tanaornie pdyphnsque qui in- les infozmarions de n a t m  phdnotypique. gCaocypis~t 
a phylog6nétique (VanAwmric a al.. 1996); priispue qu'aucune de ces csp&cs bac&bmes 
n'aurait pu être identifiée -t par ~I'wihation d'an d de ces outils. D'une part, 
l'étude physiobgiquc a été détaminante lors de la classification de I'isolst Sn11 dans un 
muveau gaae (Aci&bacEer), air A. db@hd&m d t  pu &re inclus dans k genre 
AIiqcloWJlrcs sur la base de sa morphologie, & l'analyse lipidique a de la phylogénie. Ik 
même, les mm&rh@caiacttristiqucs physiologiques de l'isolat SB8 pcmctûht d'aniniwr que nous 
étions en présene d'une nouvelle espèce du gcme M n h y b h c t e r i r ,  M. lavolerisis. En ou= 
c'est l'analyse phylogénCtiquc du collsortiurn qui nous a pamis dc confimer la présence et 

l'identité du T. thioori/inrtr dont nous supposions la @sacc sur la base du phénotype du 
corisoatium. Par aillem, nous avons adapté unc technique dCja existanie, l'6lectropharbc sur 
gel d'amidon, B l'étude & ccwim aiyms clés des sentiers métaboliques d'un consortium. 

Caa médiodologie pcnaa d'identifier quelqycs . physiologiques du coLlSOrtium 
en absence de l'identid de ses parte- M e n s .  

alacaractibisatian . . 
des - - Une fois I'idcntificaaon finmant k 

amortiun complttées, il a tit possible d'hm des hypothèses sur les intemlstians qui les 
nliaient i l'intérieur d'un cansatium bactérien. A 1'adyst & tous nos ddt8ts, le T. 
. thuMndons &rait l'espèce dotninane du COllSOCtium d s'ii a absolument ôcsoin des 

Acidobrrcter sp. pour ctonrtrt, a ces damh'es saeient des espèces associées. Le T. th* 



Lcs 2#:hcrchcs paivcnt etre poursuivies dans plusi- dincdons En pmlkr lieu, 
Sisolernent a la armérh ion du d e u x i b  Acihhaw sp. pemvmaicnt ant meilleint 
dcsaiption du genre et coafirmraicnt les difftxentts hypotkxs que nous avons tiriises i 

t, I'isoIemcnt du T. t- propos & sa physioIogÙ. du M u m  
~raitpeut-2mladooowaie&facreiir&croissana~luifainiisscntlesAadokrncr sp. 
Troisilhncmt~lt, nous n'avons pas élimin6 la pctssibilité que M. latlrCeILSIS puisse fixer I'zizotc0 Ii 
serait intaessant de powoir inn9mer ou confimia arte hypothèse. Par ailleurs, nous n'avons 
fhit que survoler l'oxydation des composés soufrés organiques a inorganiques par les 
Aciciobacter sp. Nous avons soulevt queiqucs questions auxqueIIes mus n'avons pu trouver & 
dponse. Il nous apparaît évident qu'une tadt plus apprdondie des m6cenigiies d'oxydation 
desco- soufds scraitnacessaÿr Punc mcülnireconplnhcnsion du m h b o b d u  
smfkparctsbacttnes. 

L'oxydation du soufre organique par le consortium n'a pas été résolue comp1ètcmcnt 
Cependant, nous savons mninmiam que les Ac&&aer sp. utili,cnimt vraisanblablemt~lt 
~ c s m o l 6 c u l c s  carbnatsdunCm&carboaepyir,1ytis~t~0~ source de carbaac en plus 
d'u- les colnposts sounts comme source d'Cnergit, Avant d'utilisa a comcmium pour la 
docontruriinati011 dt noir de cadmc pyrolytiqut, il serait imparram d'Ctudier les ~mdifhinis 

aigeadrçes h l'indgrid du squcltttt m i m e  & nair & arbwt pyrolytisue par les A c i i b h e r  
sp. Paraille~r~,lacanpositiondutonsatiumPiagiqriclesibks&chaciui&spennaiiwant 
~ é l u c i d b e n g r a d c ~ .  L'~tiulcdcsconscxtiumseneai~dCbuts,clirksaechnolo~t~ 



qai paaveiit servir à suivxe des popdations miclP)iicmil.a vivant daria un m&Iit anhummu 
!smpcunombrruscs. L * i d a p t a f i o n a i l e ~ ~ ~ ~ ~ l l t l l t & ~ e l k s i n h h n k d o * ~  
probrbl~~~~~tpliuiaiff d a c o a v ~ t t ~ ~ ~ d r i n s l e s p p c h R m c s i n i d e s .  
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ANNEXE 



Annexe A . Schémas récapitulatifs des principaux sentiers 

métaboliques de dégradation des hydrates de carbone 

Glucose 

Hexokinase 
ADP AwJ Glucose-6-P 

Va emprun& le sentier 
EMP jusqu'au pynivate 

Figure A. 1. Sentier métabolique Entner-Doudoroff (ED) 



-3- Pi GlycQaldéhyde-3-P 
déshydrogénase 

NADP 

1.3 Bis ph0sphglycém.e 

P h o s p h o g l y ~  kinase 
ADP Am2 

3-P glyceme 

IÉnoIase 
Ma- ..- r 

Phosphoénolpyruvate (PEP) 

Figure A.2. Sentier métabolique Embden-MeyerobPamas (EMP) 



+ Va remonter le sentier EMP jusqu'au glucose-6-P pour 
+ 

Va empruntex le sentier 
compWer le cycle des pentoses-P EMP josqu'au pynivate 

Figure A.3. Sentier m6tabolique des Hexoses Monophosphate (BMP) 



Annexe B . Milieux de culture 

9K sans sulfate ferreux (Suverman et Longren, 1959) 

Ajuster le pH ih 225 avec de I'acide dur ique  concenm5 et autoclaver. 

Ajouter la source d'énergie : concentdon fhale 0 5  % (PM. 

Pour les milieux gélosés. préparer une soIution de sels 2X ainsi qu'une solution d'agar 3%. 
Autoclaver les d m  séparément, les meianger ensuite et y ajouter la source d'energie. 

Milieu utilise pour les sous-cuItures du consortium SD-2 (lorsque le pH etait ajuste 4.0) 
dunint les deux premihes années et lors des essais de &gradation des composds soufi& 
organiques. 

9K-EL (Dufresne, 1993) 

Milieu 9K auquel 0,019 (PN) d'extrait de levure a dtd ajouté. 

Milieu utiiisé pour la croissance de Su~obacillw disu@&oxicians. 

Source d'energie ajoutée ii une concentration W e  de &OS% : glutathion oxyde ou 
réduit, glutamate de sodium, glucose, s o u h  amentaire. thianthrbe, dithio@is) benzo- 
thiazole, dibenzothiophène. 

Milieu 9K où le KH2P04 est remplacé par deux sels phosphatés en fonction du pH voulu 
selon les quantiEs retrouvées au Tableau B. 1. 

Un indicateur pH universel a aussi eté ajouté (voir Tableau B. 1 page suivante). 

Milieu 9K dilué y10 auquel 1 & NaQ a eté ajouté 
WtÜise pour doser la production de sulfate par l'isolat SD-11 



Tableau B.1. Qwntite de sels phosphates retrouvés dnns le milieu 9K-m en 
fonction du p H  désid 

Addiphilium (Harrison, 1981) 

sels 
2.0 

-Po, 0.5 
MgSO, 7 &O 0.5 
KCI 0, 1 

TSB (trypsic soy broth) 0, 1 
Glucose ou citrate de sodium 1,O 
eaudistillk 1OOOml 

Ajuster le pH & 3.0 avec de Sacide sulfuique 1.0 N. 

Autoclaver le glucose et le cime de sodium séparément. 

Pour les milieux gt?los&. préparer une s01ution de sels 2X ainsi qu'une solution d'agar 3%. 
Autoclaver les deux séparément, les mélanger et y ajouter la source d'energie. 

B-EL, B-NH4 (milieu Befjerinckia d'Atlas (1993) modifié) 

sels 

w 3 ' 0 4  0,2 
K W O 4  0.8 
MgSO, 7 &O 0.5 
FeC13 6 50  0,025 
NWoO, 2 40 0.050 
eaudiail& Io00 ml 

Ajuster le pH B 4.5 pour SD-7 et S B 8  avec de Sacide suhique 1.0 N. 

Autoclaver et ajouter la source de carbone et d'energie (0.5%) (arabinose ou giyc&ol pour 
S B 7  et SD-8). 
Pour SD-7 et SD-8, ajouter une faible quantité d'azote (5.0 i h  50 pg Nimi milieu) sous forme 
organique (extrait de l e m  : 47-470 pgml) ou inorganique ((NH4hSO4 : 19-190 pgrn1). 



BAM-SM (milieu ATCC 1656) (Ghema et d,  1992) 

sels 
CaC4 2 -0 0,25 
MgS04 7 40 0,s 

(NH4)3S04 0.2 
KHPo4 390 
extraitdelevure 6.0 

5,o 
soIution de métaux en trace f ,O ml 
ean distillée Io00 ml 

Ajuster le pH B 4,O avec de l'acide sulfurique concentré. 

Pour les milieux géIosés, préparer une solution de sels 2X ainsi qu'une solution d'agar 3%. 
Autodaver les deux Separément, les mélanger ensuite. 

UtiW pour la missance d'A. cyclbheptanicus. 

BS (Barton et Shively, 1968) 

sels 

(NH4),S04 0,4 
3.0 

MgSO, 7 &O 0 3  
FeSO, 7 &O 0,O 1 

CaCi, 4 H,O 0 2  
eaudiseillée 1OOO ml 

Ajouter 1 mi indicateur universel. 

Ajuster le pH B 4.0 avec de l'acide sulfunque concentré et autoclaver. 

Ajouter la sourçe d'énergie B concentration finale de 0.5 % (PM : le soufre élémentaire pour 
la culture iiquide et le thiosulfate de sodium pour le milieu géiosé. 

Pour les milieux gélosés, préparer une solution de sels 2X ainsi qu'une solution d'agar 3 %. 

Autacfaver les deux &parément, les méianger et y ajoutex la source à'energie. 

Milieu utüise pour le maintien du coiisortium SD-2. 



Fï'(G) (oiilfate ferreux, tétrathionate, gïucose) bas6 sur k milieu WAYE de 
Johnson (1995) 

7.0 g agarose 1 : low EEO (Sigme # A4013 lot 102H06101) ajoutés B un iitre eau 
bidistillée. Agiter 30 min. puis laisser décanter 15 mia. Enlever le surplus d'eau. 
cenuifbger le reste (&on 200 ml). Resuspendre le culot dans 250 ml d'eau bidistillée. 
Autoclaver séparément 

SohtionC: 
10 ml solution A 
65 ml eau 
100 pl extrait levure 10% (PN) 
ajuster le pH ii 2.5 avec de l'acide sulfurique 1.0 N. et autoclaver 

Wparation du milieu : 
Ajouter 25 ml de la solution B la solution C 

Ajouter 62 mg FeSO, 7 %O 

Ajouter 50 mg tétrathionate de sodium 
Ajouter 100 p i  solution glucose 50% (Pm lorsque désiré 

Indicateur universel No.1 (Sober, 1970) 

Dissoudre 60 mg de jaune de m6thyl. 80 mg de rouge de rnethyl. 80 mg de bleu & 

bromothymol, 100 mg bleu & thymol, et 20 mg de phtkolphtaleine dans 100 ml d'ethanol et 
ajouter assez de NaOH 0.1 N pour obtenir une couleur jaune. 



LSMM (low d a t e  minerai medium, bas6 sur le mlHen 9K) 

sels 

4Ci 3.0 
- 0 4  0.5 
MgQ,*6&0 0.5 
KCI O, 1 
Ca(N0a2 4 -0 QOl 
eaudistillse lûûû ml 

Ajuster le pH B 225 avec de Sacide sulfurique 1 M (4.0 B 5.0 ml I L de milieu). 

Utilisé lors des essais d'oxydation des composh SOI&&. 

MMM (methaml minerai sa i t  medlum) modifié (Green, 1992) 

sels 
1.20 

-PO4 0,60 
MgSO, 7 -0 0,20 
NaCl 0.10 
CaCi, 6 4 0  0,05 

FeCI, 7 -0 0,OO 1 

(NH4)2S04 0,lO 
N w o O 4  2 &O 0,OO 1 
eau distillée Io00 ml 

- - 

Ajuster le pH B la valeur désirée avec du &SO, ou du NaOH. 

Ajouter 0,142 % m6thanol Sterilise par fdtration, ou un autre subsîrat, 

Ajouter 15 g L  agar pour les milieux gélOSéS. 

Utiiisé pour lacroissance des M e i i t y l o b r i n ~ l  sp. 



NF (nitrogen free medium) (Pedrosa et d, 1980) 

Peptone Medium (Atlas, 1993) 

sels 
0.8 

- 0 4  1.2 
MgSO, 7 &O 0.2 
NaCl 0.2 
CaCb 2 &O 0.02 
FeSO, 7 &O 0,002 
solution metaux en trace 2 ml 
biotiae 10 Pg 
eaudistillee 1OOOml 

- -- -- -- 

Ajuster le pH a la valeur &sirée avec du &SO, 1.0 N ou du NaOH 1.0 N. 
Ajouter la soprce dB&ergie (03%) après avoir autoclavt? le milieu. 
Pour les miiïeux gélosés dont le pH est inferieur B pH 6.0, préparer une solution de sels 2X 
ainsi qu'une solution d'agar 3%. Autoclaver les deux séparement, les mélanger ensuite et y 
ajouter la source dUnergie. 
Pour les autres. ajouter 15 gL agar directement ik la solution de sels. 

sels 

Peptone (Oxoid) 10 
eaudistillée 1000 ml 

U W  pour la croissance de Ecoli et P. fluorescens pour les essais enzymatiques. 

PGA (peptone-glycérol-egar) (Green, 1992) 

sels 
Peptone (Oxoid) 10 
Gl ycQol 10 

Ag= 15 
eaudistillee 1OOO ml 

Ajuster Ie pH a 7.0 avec de i'acide sulhuique 1.0 N ou du NaOH 1.0 N. 

UtÜise pour la croissance des Merhylobacterium 



SFMM (Omori et a&, 1992) 

Ajuster le pH avec du HQ concentré. 

Ajouter îa source d'énergie (0.5%) après avoir mtoclavt$ le milieu. 

Pour S. disuIficloom'~. ajouter 0.01% d'extrait de levure, ajuster le pH B 2,s et ajouter 
seulement de 0,125 B 0,250 % de substrat organique. 

Ajouter 0.14 g (NHJ2S0, p u r  obtenir une concentration finale de 100 mg/L de ~0:- . 

Solution de métaux en trace 

sels 

ED*A-N% 50 
Znso, 7 &O 22 

CaQ, 5.54 
MnCI, 4 &O 5.06 
FeSO, 7 &O 4,99 

NWOO, 2 50 1,lO 

CuSO, 5 40 1,57 
CoCi, 6 -0 1,6 1 
eaudistille€? 1OOOmI 

Ajuster le pH B 6,O avec du KOH en pastille. 

Garder coagele ii -70°C en aüquotes de 1.0 ml 



Solution de vitamines 

SoIution stock : 
vitrimine mgllochnl 

12 0,2 
eàdepaminobenzoique 4 
biotine 2 
acide folique 4 
pyridoxine 10 
acide panthothénique 10 
anide Mcotiniqrae 15 
riboflavine 10 
thhine 10 

VeriEier le pH pour qulil soit près de la neutralité, puis stédher par fatration. 

Garder ik i'obscurité 8 Q°C. 

Ajouter 50 pi de de solution stock 100 ml du milieu lorsque pdcks6. 

Une solution stock de chacune des vitamines peut aussi &tre prépar& separément 



Annexe C . Composition de l'extrait de levure Difco 

CaractCrlsPques physiques Acides aminés (%) Vitamines ( p g l g )  Inorganiques (96) 
cendre (%) 11,2 alanine 5.36 biotine 3,3 calcium 0,0 13 
clarîé, sol 1 % (NTU) 1,s 
perte au séchage (%) 3.1 
fdtration (g/cm2) 2,7 
pH, solution 1 % 6,7 

Carbohydrates (96) 
total 17,s 

Azote (96) 
total 
amino 

arginine 
aspartate 
c ystine 
glutamate 
glycine 
histidine 
isoleucine 
leucine 
lysine 
rndthionine 
phénylaisnine 
proline 
sétine 
tiubnine 
trYPtophane 
tyrosine 
valine 
Total 

choline 
cyanocobalamine 
acide folique 
inositol 
acide nicotinlque 
PABA 
acide pantothénique 
pyridoxine 
riboflavine 
thiamine 
thymidine 

300,O chîorie 
<0,1 cobalt 

1,s cuivxe 
1400,o eiain 
597,9 fer 
763,O plomb 
273.7 magnésium 
43,2 manganèse 

1 16,s phosphate 
529,9 potassium 
217,s sodium 

soufre 
sulfate 
zinc 

Total 
a.a sulfuré : 1,7996 
reste environ 5% de composé inconnus. 



Annexe D . Essais d'isolement infmctaeux des partenaires formant 
le consortium 

Essai 1 : Tampons 

Le premier essai d'isolement a consisté B utiliser diffints tampons pour maintenir le pH 
du milieu près de 3 5  et ainsi empeCher la croissance du S. d imtwndmrr  S P I  1 (croissance 
pH 1.0 ii 3.0 sur le soufre). L'essai ccmhi t  à ajouter soit 1. 2 ou 5 ml & tampon au milieu 
9K pH 3.5. Deux tampons ont eté ess8yés : 

Tampon 1 : f h h ï n e  - H2SO4 41 M (pH 3 3  
Tampon 2 : acide citrique - Na2HFO4 0.1 M (pH 35) 

Aucune croissance n'a 6té obtenue en utilissint de cette m&hode. Les tampons semblaient 
inhiber toutes les especeS du coasortium. 

Essai 2 : Agents inhibiteurs 

Des agents inhibiteurs des bactéries Gram + ont ete utilisés dans le but dV6liminer S. 

disurfihoxjdans SD-11 du consortium SD-2. Quatre agents inhibiteurs ont 6té utïMs : 
i'eosine. le bleu de methylhe. les sels biliaires et la pénicilline G (plactame). Pour les essais. 

des fioles Erienmeyers de 50 ml stériles contenant 20 ml du milieu 9K pH 4.0 et 1% de soufre 

élémentaire 0 ont eté inoculées. de méme que les milieux g6losés correspondant en présence 
de thiosulfate de sodium (1% PN) au Lieu du souh. A ces milieux. ciifErentes quantités 
d'agents inhibiteurs avaient ett? ajoutées selon le Tableau D. 1 suivant : 

Tableau D.1 Concentrations des agents inibiteurs utilisds 

Agents inhibiteurs Concentrations 

sels biiisitGlc 1.0 ; 2.0 ; 5.0 ; 10.0 g L  
&sine 0.1 ; 0.2 ; 0.4 
bleu de methyîène 0.01 ; 0.02 ; 0.03 ; 0.06 g& 
éosine (0.4 g L )  + bleu de m&hylene 0.01 ; 0.02 ; 0,03 ; 0.06 a 
bleu de rnethylbe (0.06 &) + eosine 0.1 ; 0.2 & 
pénicrlline G 1 ;2;5; 10unitéirnl 

Après Les observations. plusieurs colonies ont eté repiquées en miiieu Iiquide avec ou 
sans agents inhibiteurs (bleu de methylène et eariae). Ces cultures ont ensuite eté etalées sur des 
géloses avec ou sans agents inhibiteurs contenant différents substrats tel le thiodate de sodium 



(1% P/V), le glucose (0.1% PN) ou le giutamate & sodium (0.1% PM. De plus, I'exeait 8 
levure i mie concentration de 0.005% (Pm a été ajout6 comme somces de Eaicteur de croissance 
pour oatauis essais. Par la suite. des colonies ont éfé repiquées dans le milieu liquide 
correspondant, 

Dix cultures liquides ont eté retenues de cet essai pour la suite des essais d'isolement 
Elles ont eté appeiees les consortiums SD- loi & SB1 10 (voir Figure D. 1). La description des 
milieux de cultures utih2s pour la culture de ces secondalles est retrouvt?e au 
Tableau D.2. Pour tous les consortiums, le soufke &mentairie B une concentration de 0.5% 
(Pm a 6té utïW comme substrat. 

Tableau D.2 Descnptîon des milieux aMises pour la culture des consortiums 
SD-101 9 SD-110 

NUMEKU 

SD-101 9K pH 3.8 + bleu de rn6thylene 0.02 gîL 
SD-102 9K pH 3.8 + bleu de methylêne 0.02 g/L 
SD- 103 9K pH 3.8 
SB104 9K pH 3.8 
SD- 105 9K pH 3.8 + bleu de méthylène 0.02 g L  
SB106 9K pH 3.8 + bleu de m6thyEne 0.06 g/L + éosine 0.1 g/L 
SB107 9K-EL pH 3.8 
SD- 108 9K pH 3.8 
SD- 109 9K pH 3,8 + bleu de rnethylhe 0.02 g L  
SD-110 9K pH 3.8 

Essai 3 : Gradients pH 

Des milieux gélosés ont été fabriqués de madire B obtenir un gradient de pH pour 
séparer les bactéries dont le pH optimum de missaace peut etre légérernent d i n k n t  ï a  
methode de Wimpemy et Waters (1984) a 6te utilisée avec queIques modifications. kt 
technique consistait en 3 couches de 10 ml du milieu 9K pH 7.0 contenant deux indicateurs pH, 
soit le rn=cr&01 pourpre (0.01 gL) et le bleu de bromophenol (0.01 a). avec. comme agent 
gélifiant, 15 @L d'agar Bi-Tek Difco. Les trois préparations de 10 ml ont 6té autoclavées 
séparément dans des tubes et gardées B 45°C jusque& leur utilisation. A la couche du fond etait 

ajouté un volume (200. 400 ou 500 pl) d'acide sulfrrrique OJN. Cette couche etait laissee 
géiifier dans le pétri avec une éievation d'environ 3 mm dime -té de celui4 La couche 



centrale contenait un volume (25.50.100 pI) de NaOH IN. Cette couche etait ajoute. le pétri B 

PM La - . . couche contenait 03 96 de thiosulfiite de sodium (P/V). A m  avoir Iaissé le 
gradient pH s'équiiibrer pendant 24 heures, les gé10ses ont été inocoiees par &lement de 25 pi  
du consortium SD-2. 

Ceüe methode n'a pas pamis de séparer les parte!naizeS du cons~rtium, piiisque la 
stabilité du gradient pH ne durait que 2 B 3 jours. Après cette période. le pH etait le même sur 
toute ia surface du pétri. 

Essai 4 : Gradients d'agents inhibiteurs et de substrats 

A partir des consortiums SD-IO1 SD-110 des inocula de 50 pl des dilutions l(r et IO-' 
ont eté &aies sur les differents milieux geios6s suivant contenant 1% PN de thiosulfate de 
sodium : 

9KpH3.8 
9K pH 3.8 + 0.01 % extrait de levure 
9K pH 3.8 + 0.02gL de bleu de methylkne 
9K pH 3.8 + O.02gL de bleu de methylene et 0.01 g/L d'eosine 
9K pH 3.8 + 0,06g/L de bleu de rn&hylihe et 0.1 giL d'éosine 

Suite B l'étalement, les milieux ont dté divisés en cinq parties au centre desquelles un 
morceau de gelose a et6 edeve a I'aide d'une pipette pasteur pour former un puits. Ensuite 2.5 

pl  des cinq solutions suivantes : glucose 2 5 a .  giutamate 25 g/L. tétfaîhionate de sodium 50 
g/L, extrait de boue pH 2.27 1/10 0 et extrait de boue chaulée pH 7 2  y10 (VN) ont dté 
déposés dans les puits. L'extrait de boue a et6 préparé en passant B i'autoclave 15 min 121°C 20 
ml de boues auxquels 80 ml d'eau distillée avaient et4 ajout&. Ensuite, le mélaoge a été 

centrifuge dans des tubes de 50 ml & 18 000 rpm 15 min. Le sunageant a été préieve et utiiise 
comme extrait de boue. 

Des dilutions (100, 10-2, 10-4, 104, 10-7, 10-8) des coosortiums SD- 104, SD- 107, et 
SD-I 10 ont et6 etaiees selon le meme pro&de sur le milieu 9K pH 3.8. Dans les puits. 4 pi des 
solutions suivantes ont eté déposés : h i n e  4 fi. bleu de methylène 2gL. eosine 1 g L  + bleu 
de rnethyl&ne 2 g& éosine 5 g L  + bleu de m&hyI&ne 2 f i  et pénicüline G. 

Une sousmlture de 1"ilat SD-11 sur le soufre a servi lors du m&me procédé mais sans 
dilution sur les milieux utilisés pour SD-101 b SD-110 airisi qu'un milieu 9K pH 2.25 contenant 
7 f i  d'agame (type I : Low EEO de Sigma) comme agent géiifht et soit : 5 @ de glutamate 



de sodium. 5 g/L de thiosuffate de sodium. 0.01 g/L d'éosine ou 0.02 g/L de bleu de rnéthyEne. 
Ces müienx ont t?té divisés en deux et 4 pl des extraits de boue c- ou non ont été déposés 
dans les puits. De plus. après I'etalement de 1"ilat SD-11 sur les miïieux 9K a 9K-EL 
(contient 0.1 glL extrait de Ievures) pH 3.8.4 pi des s01utioas suivantes : éosine 4 g/ï,, bleu de 
mt!thyl&ae 2& éosine 1gL + bleu de mCîhyEne 2 6 eosine 5 g L  + bleu de m6thy&ne 2 fi. 
et diffints vo1umes (O J; 1; 2; 3; 4 pi) &acide Sulfpnque lM ont été déposes dans les puits. 
Enwre une fois. cette m6ththode n'a pas permis d"iIer aucun des partenaires. 

Essai 6 : Utilisations d'ions et de suifures métalliques comme agents &lecals 

Après i'isolement des isolats non-aciMrantS (snr le soufie) SD-7 et SD-8 lors de l'essai 
5 (voir Figure D.2). un antre essai a eîé élaboré pour inhiber le S. disu@&oriAnnr SD-11 et ces 
deux isolats* Pour ce faire, 4 colonies (3. 12. 19. 21) ayant produit uoe forte acidifiaion ont 
eté in- dans des bouillons 9K pH 3.0 avec soit la pyrite (0.1%). la sphalerite (03%) ou 
i'&nopyrite (05%) comme subsîraîs; ou encore le KSCN 1% dans du 9K-m pH 5.5. Puis, 
trois sous-cuitures ont 6té effectuées. La cultme sur le ZnS a été la seule cu ïm ayant une 
croissance après les trois transferts. Une gélose du milieu BS4 a donc eîé inoculée et deux 
colonies ont eté prelevh pour la suite des essais d'isolement en plus de la sousdture de la 
colonie 19 dans le bouillon BS4 (sans adaptation sur les sulfures m6taIiques). 

Essai 7 : Variation de la concentration en azote du milieu et utilisation de 
I'ac6tate comme agent inhibiteur 

Des milieux BS4 (+ EL ou acétate 0.01%) ont &té inoculés a panir de chacune des 
cultures obtenues de l'essai 6 (19- 1, 19-2. 19). Qua@ colonies ont eté retenues de cet essai : 
19-2-1, 19-2-2. 19-4, 19-2-3. Plusieurs passages successifs du milieu solide il liquide ont eté 
effectués partir de ces isolats. Les milieux gélosés BS4 (1.9 ou 9.4 g/L (NHJBO,,) 
contenant en leur centre un puits fait selon la m6thode décrite 8 l'essai 4 ont eté inoculés avec 20 
pl des isolats. Les puits contenaient soit 10 pl &tate 10%. 10 pl (NHJ2SO3 25% ou 10 pl 
d'une solution de CG+ 03 M. Les colonies les plus résistantes B Fammonium et B l'acétate ont 
eîé choisies pour la suite des essais- 

Essai 8 : Dilution en couche mince 

Après avoir remspendu les colonies 12 B 24 de l'essai 7 dans 1 ml du mi7iP.u BS4, une 

dilution 1:9 a eté effectué et des voIumes de 5 pl ou 50 pi de cette dilution ont et6 ajoutes 3 ml 

du d i e u  BS4 contenant 0,296 d'agmse conse1~6 & 5 X .  Ap&s agitation. la gaose moue a 6te 



colonie 10 -3 
+ B deM0.02 g/L 

226 

versée sur M milittu BS4 contenant du thiosubîe 1%. Les colonies 25 B 29 p5levées dans la 
~ 0 1 t ~ h e r n o l l e & g ~ o s e o n t ~ ~ ~ ~ d a i i s l d & B S 4 a l O  pi de Iasaspension ontelé 
éîalées sm une géîase BS4. Puis. les co10nies 51 1 55 ont 6té B nouveau diluées dans me mince 
couche & géluse molle (agame 035 % cette fois) pour obtenir les colonies #6 à 59. Après 

qnelques transferts & la colonie 59, le collsortium 22 et SD20 ont ét6 obtenus (voir Figure 
D.3). Les autns manipulations ont eté e f f i é e s  à partir de ces &m cultures. 

Sous-cuhre & la boue de Ste-Uake (SC 22 1) 
SD-2 

#H (coIonie) 
géiose 9K pH4 + thiosuKafe 

bouulon 9K pH4 + SO 

gaose 9K pH4 + rhiosuïfate 
colonie Sa 

géïose 9K pH4 + thiosnKate 

colonie colonie coliinie 
3R 5R 23 

I I 

bouillon 9~ pH4 + S0 
+BdeM0,02g/L 

I 

+ 
géiose 9K pH4 
+ thiosulfate 

v 
#C (colonie) 

géhe 9K pH4 + üuosulfate 

I v 
P (colonie) 
géiose 9K-EL pH4 
+ thiosuIfare 

I 

gélose 9 ~ - E L  pH4 géIose 9 g  p ~ 4  
+ thiosuIfate + thiosulfare 

1 +B deM0.02gL 

colonie 
4 

colonie 
4 

colonie 
11-7 4a 4b 

Heure D.1 Résamé des mani~ulations des essais d'isolement 2 $ 4 



bouillon 9K 
pH4 + SO 

I 

pH4+S0 pH4+S0 pH4 + SO 

eolo& 33R colonie SR colonie 23 colo 
bouillo119K builion 9K buinon 9K bouillon 9K bo-on 9K g m  9K pH4 

pH4 + so pH4 + S0 + thi~salf'+ 

Figure D.1 Rémm6 des manipulations des essais d'isolement 2 B 4 (suite) 

20 
gaose 9K-EL 

C B de M 0.02 g/L 

SD-104 14 
géiose 9K pH4 7R 

pH4 + thiosuKate 
4 géiose 9K pH4 

+ m"sulfate bouillon 9K 
+BdeMO.OZg/L p H 4 + ~ 0  

+ thiosuifate + éosine 0.01 gîL 
+ Bde M O. O2 g/L g ~ O ~ ~ R - ~  
+ &she 0,01 f i  pH4 + mi~sulfitte 1 

1 
gélose 9K pH4 

bouillon 9K-EL 14-9 + thiosulfate 
gaose 9K 

pH4 + thiosulfate 
4-11 SD-107 23-5 + B de M 0.02 g/L  

bouillon 9K 
pH4+ SO+ colonie 7 

B deM0.02gL bouillon 9K 
pH4 + SO 

23-2 14-9- 13 
gélose 9K pH4 boiiillon 9K pH4 
+ thiosulfate + + SO 

BdeM0.02gR. +BdeM0,02g/L 7-1 

+ SO 
+BdeMO.OZg/L 

-101 SD-102 SD-IO8 SD-109 SD-105 SD-103 



Essai 5: variation des pH iniëaux des mtlieux 
s e  1: 

isoiernent des colonies 1 B 12 

dilution des colonies et inocdation des 
milieux géï& 9K-m pH 5.5 et 6.22, et B M  

utilisation des colonies provenant de ces 
müiewpourinoclilerlasgie2 

SQie 2 (BS4. et 9K-m pH 5.5 et 6.25) 

tubes acidif'i: colonies la 8, et 30 

tubes légèrement ari&%s: colonies 9 B 20 

tubes non acidifiés: colonies 21 B 29 

colonie 5 

dil10-~ 
9K-m (s) pH 6.25 

+ thiosulfate 
colonie 5-3 

9K-m pH 6.25 
+ SO 

(série 2)  

9K-m (s) pH 5.5 
+ thiosulfate 
colonie 23 

- 
B-EL (s) pH 4. O 

+ thiosulfate 

9 
colonie 23-1 colonie 23-2 

Figure D.2 Résumé de I'essai d'isolement 5 et purification des isolats SD-7 et 

SD-8 



SD-101 
essai 5 C 

9K-m O pH 6.0 + S (setie 1) 

6-t dil 1ti5 sur BS4 (s) 
colonie 9-5 

9K-m (s) pH $5 + thiosuIfate 
colonie 5 

9 K - m O p ~  5.5+S0 
9K-m (s) pH 6.25 + thiosulfate 

colonie 19 
essai 6 I 

t 
9K O pH 3.0 + ZnS (0.5g) 

(3 sous-CUIhueS) 
BS4 (s) 

colonie 19-2 

essai 7 1 
BS4 0) + &tate 0.01 % + S0 

BS4 (s) + acétate 0.01% + thiosuifate 
colonie 19-2-2 

colonie 1g2-2- 1 

BS4 O + SO+ ELO,01% + acétate 0.01% 
BS3 (s) + EL 0.01% + adtate 0,01% - 

colonie 8 

essai 8 1 
Diï en couche mince agarose sur BS4 

colonie 25 

&aiement 10 pi sur BS4 
colonie 54 

dil IO-' en couche 6 de gaose sur BS4 
colonie 59 

BS4 (1) + S0 
dil IO4 BS4 (s) 
BS4 (1) + S0 

&&ment 10 pi sur BS4 

BS4 (s) 
colonie 59- 1-4 

1 B-EL (s) pH 4.5 + thiosulfate 

B-EL (s) pH 4.5 + thiosulf' 
colonie 22 
cons 22 

grosse colonie mixte vexe 
S Dg20 

Figure D.3 Essai d'isolement du ou des partenaire(s) addifiant(s) 



Annexe E . Coloration de Gram (communication personnelle, 
secteur environnement, CRIQ)) 

Pdparation des solutions 

crystal violet : 0 3  g g s t a l  violet par 100 ml d'eau distilltk. 

bicarbO118te&SOdium:1~gdebicarbonare&SOdinmpar100mleaudistill8e. 

iode : 2 g iode sublime dans 10 ml NaOH 1 N, corppleter B 100 mi avec de I'eau distillée. 

deco10mnt : 25 ml 6thanol+ 75 ml &tom= 

fiishin basique : 0.1 g & fushin basique dans 10 ml 6than01, compiéter B 100 ml avec de 
1'em distüiée puis filtrer. 

Méthodologie 

fixer une suspension bactérienne & la chaleur. 

samrer la lame avec la solution de crystaî violet et la solution de bicarbonate de sodium 
(environ 1: 1) durant 1 minute. 

rincer la lame B l'eau puis saturer avec la solution d'iode 1 minute. 

rincer avec la solution decolorante jusqu'à ce que la solution reste claire (10 30 secondes). 

saturer avec la solution de fushin basique 1 minute, Nicer ik l'eau et laisser &cher. 

Observation 

les bactéries Gram + seront bleues rrés fonceeS, et les bactéries Gram - seront rouges. 



Annexe F . Dosage des protéines, da glucose et du sulfate 

P o u  le dosage des protéines selon la méthode de Lowry. 

Préparation des Solutions : 
solution 1 : dissoudre 50 g de NaCO, dans 1 liae eau dWEe. 
solution2: dissoudre 1 g&CuSO,eSQOdans 100mleau distillée. 
solution 3 : dissoudre 2 g & NaKtaiaate dans - 1 0  mi eau distillée. 
solution & FoIin : dilué le réactif de Folin 1:l avec de l'eau distillée (avant de l'utiliser). 
Méïmge rtktionneI : ajouter 1 ml des solutions 2 et 3 50 mi de la soiution 1 

Méthodologie : 
Ajouter 2 5  ml du mélange réactionnel 8 1.0 ml de la solution de protéine hydrolysée 
(0.75 ml culture + 0.75 ml NaOH IN ) et laisser réagir 10 min. Ajouter 0.5 ml de la 
solution de Folin, agiter et laisser réagir 30 min avant de lire la D.O. B 750 mn. 

Co- standard : 

O 10 20 30 40 50 

[protdine] (pg/O,S ml) 

pmeine @SA) UR 1 05  ml) 
solution standard 400 p@ml (pi) 

Figure F.l Courbe standard du dosage des prot6ine avec et sans soufre 

O 30 50 
O 112.5 150 187.5 

eau (lu 
moyenne D.O. 750 nm @SA) 

730 ' 712.5 675 637.5 600 562,s 
0.0000 0.0529 - 0.11 15 0.1669 0.2233 0.2758 ' 

1 moyenne D.O. ib 750 nm (%SA + SO) 1 0.0254 1 0.0760 1 0,1508 1 0,1888 1 0,2587 1 0-2976 i 



Pour le glucose, ia trousse de àîsgwstlqae de Sigma i et6 utaisée. 

Réparaton des solutions : 
Solution standard de glucose ImgM fournit avec la trousse 
Solution mymatique : dissoudre le contenu d'une capspie dans 100 ml d'eau distiï& 

(conservé B 4OC 1 mois), 
Solution d'odianisidine : ajouter 20 ml d'eau üïstWe B la solution concentrée 
Solution révélatrice : ajouter 1.6 ml de la soIution d'û-dianosidine & 100 ml de la solution 

eDzymatique (stabk 1 mois B 400. 

Methodologie: 
Ajouter 1.0 mi de la solution révéhtrice B 100 pl de l'echantillon. Incuber 30 min & 

37T, puis lire la deIlSité optique ii 475 nm. 

Courbe standard : 

O 5 10 15 20 
[glucose] (pg/100pl) 

Figure F.2 Courbe standard du dosage da glucose 



Pour les wlfates, la dtbode  décrite dans I'APEtA a &té utlllsée. 

Solution Tampon A : Dissoudre 30 g de MgCl2 6H20.5 g de CH3CûûNa. 1.0 g de 
KNOJ. et 20 ml d'acide &tique (99%) dans 500 ml d'eau et compléter il Io00 
ml. 

Solution standard de suifiates (100 mfi)  : dans rme fiole jaugée de 100 ml c01ltemt 50 
ml d'eau, ajouter 10.4 mi d'acide srilfuriqtae 0,0200N et compléter B 100 ml; ou 
dissoudre 0,147 g de sulfate & sodium anhydre (une nuit tt 105% puis piacer au 
dessicateur) 8 1OOO mi d'eau. 

Meüre 03 ml d'échantillon (on peut se rendre B 5 mi, réajuster le volume d'eau en 
conséquence) dans mi Erienmeyer de 10 ml. Ajouter 4.5 ml d'eau. Puis ajouter 1 ml de 
tampon et agiter. Ajouter ensuite environ 0.01 g de BaC1, et agiter 60 f 2 sec. Lire la 
densité optique & 420 rn B 5 f OJ min 

O 50 100 150 200 

[sulfate] (w5 ml) 

Courbestandard: 

Figure F.3 Courbe standard du dosage des sulfates 

w!so4/L 
mg so4 f Jml 
Volume standard (100 mdi) 
Volume eau 
moyenne D.O. 420 nm 

O 
O 
O 
5 ,O 

30 
0.15 
1.5 
3.5 

40 
0.20 
2.0 1 
3.0 

' 

10 
0.05 
0.5 
4.5 

0.4300 0,000 

20 
0.1 
1 ,O 
4.0 

0.09 0.22 1 0.33 



Annexe G . Radioactivité 14C 
Solution de N~HIVO~ : M pg dans 1 ml d'eau dMll& pH 93 domant environ 5 pCmk 

@Ci). 

lpCi=2,2x106dpm 

Le soufke se dissout dans le fluor ACS et. en grande quantité, l peut diminuer les vaieurs 

obtenues lors des lecaires de radioctivité. Lors d'un essai effectué en triplicata avec la 
solution de N ~ H ' W  en présence et en absence de soufh, nous avons obtenu une moyenne 
de 72 593 dpm sans soufie et de 56 148 dpm avec so& pour 10 pl de la solution dont la 
valeur théorique en dpm caicdé etait de 72 550. Cependant en très faible quantite, ccnnme 
retrouve sur les filtres, iî nl a pas eu de pmb&rne d'interfhnce. 

La m~thodologie W t e  par W h u k  ci oL (1994) a été utiiisee. Cependant, nous avons 
dQ ajouté 1 ml d'une solution non-radioactive de NaHCOf de 0.02M. car la concentration de 

la solution radioactive n'&ait que de 5.95 x 104 M comparé ik 0.1 M pour œIle utilisee par 
ZaLhatchuk et al. (1994). Nous avons ensuite ajouté un volume de la solution de N~H''CO~ 
équivalent 1 pC i  

Essai 1 
Lors de cette essai. nous avons ajouté 1 mi de NaHCO, 0.02 M (2.00 x 1@' mol CO2) et 

240 @ de NaH14C03 (1.43 x lu7 mol CO2) œ qui équivaut une concentration totale & 

2,014 x 10 -5 mol CO2. 

Pour chaque dpm. la culture fixe 8 2  x lW14 mol "CO, : 

10 pl N~H'*CO~ SO wg N ~ H ' ~ C O ~  l md N~H"CO, 1 mol 14c03 = am x IO-'* moi 14co, /- 
72 593 dpm lo0W WU1 x 106 pg 1 ml ~ a d ~ ~ ~  

et pour chaque dpm, eiie fixe aussi 1.15 x 1ûU mol de CO, non-radioactif 

Essai 2 1 

Lors de cette essai, nous avons ajouté 1 ml de NaHC03 0.02 M (2.00 x IO-* mol CO,) et 
297 pl de NN~H~~CO~ (1.77 x lu7 mol CO9 ce qui équivaut & une concentration totale de 

2,0177 x 1W5 mol CO2. 

Pour chaque dpm. la culhue fixe 835 x 1@14 mol "CO, : 



et pour chaque dpm, elle fixe aossi 0.966 x Io'" mol de CO, non-radioactif 

: I 

Qiiaatîîé de CO2 fixée par les Sirlfo&aciIIus 

LorsdeI'essail: 

y dpm x (a, ss x 10." moi "CQ /dpm + 4966 x 10-l~ mol co2/dpn) 
= z mol Cû2 /ml culture 

2 ml culture 
Pour la h t i o n  du CO, par mg de pro-, les valeurs ont eté divisees par les quantit& & 

protéines 6valuées au temps ooarespondant (pg protéine / ml). 



A ~ e x e  H. Essais enzymatiques sur gel 

Préparation des tampons pour la pdparations des extraits eiizymatlques 

Tampon Tris 10 mM pH 6.8 trima-base (Sigma T-1503) L42 gL 
EDTA-N% -1 372.0 mg/L 
dithiotn2itoI (O, lmM) 15.4 m@'L 
2-metcaptoethanol(5 mM) 390.7 m g n  
NADP (0,5mM) (Boehringer) 370.7 rn* 

Tableau H.l Solutions révélatriees pour les diffdrents enzymes recherchés 
(volume suffisant pour r6v01er une tranche du gel). 

enzyme soIuti011~ 
p h o s p h o g i u ~  aci 3 mg 

b- Tmpon ~ris-~a 02: ( p ~  8.0)a 5 ml -*- MgQZ0,lMe 
( 6 W  

100 @ 
m b  100 N 
PMS 50 fl 

1 NAD* 200 p.I 
1 Cilucose-6-P (sels de sodium hydraîés) 
Tampon Tris-HC102 M (pH 8.0) 

10mg 
5ml  

MgCl2 0.1 M (essaye -2 itf 438) 
MTr 
PMS 

100 cÙ 
50 Cil 

NADP d 100 pl 
Tris-HCl 0.2M (pH 8.0) 5 ml 
Lglutamate 
MIrr 
PMS 
NADP 100 a 
Tampon Tris-HC10.2 M (pH 8.0) 5 d  
Lmslic acid 12 J mg 
MTr 
PMS 

looP 
NAD 

50 Pl 
2ooP 



Tableau Hel Solutions r6véIatrlces pour les diff4rents enzymes recherchés 
(sui te). 

solutions 
ATampon phosphate 0.1 M (pH 7.0) 5mI 

B.2ûOpl MTï dans 4 ml du tampon tris-HCI 0JM (pH 7.0) 
0,lM (pH 7 3 )  2,0 ml -- 

sodimn glyoxylate 
MgQz 0.1 M 
Acetyl-CoA 10 m M  
DCPIP h 

B. 200@ M ï T  dans 4 ml du tampon &HU 0,lM (pH 7,6) 
ATampon Tris-HC1 0JM (pH 7 3 )  2.0 ml 

Oxaloaœtate 10 mM 
Acetyl-CoA 10 mM 
DCPIP 

B. 200p.I M'IT dans 4 ml du tampon 0.1M tris-HCl pH 7.6 
HCI O, 1 M (pH 8.0) 4 ml 

MgCl2 0.1 M 
EDTA 0,1M 

500 pl 

Cocarboxylase CIïhnbe pyrophosphate) 
Pl 

50 N 
admglutarate 5 mg 
CoA 0,l m .  0.4 mg 
AMP 0,SmM 1.2 mg 
NAD 
PMS 

200 Cu 
m o u  NBT 

50 w 
100 pl 

Tampon Tns-HC1 (ou Pm) 0JM (pH 7.6) 420 pl 
eau bidistilhk 2.32 ml 
M O 2  41 M 1 ml 
suif' de cuivre 50 mM 420 pl 
potassium fhcyanide 15 mM 420 pl 
sodium potassium tartrate 100 mM 420 pl 
Acetyl-CoA 10 mM 25 w 
Sodihm glyoxyiate 4,7 mg 
Tampon Tris-HC1 (ou P04) 0JM @H 7.6) 420 pl 
eau bidis- 2,32 ml 
sulfate de cuivre 50 mM 420 pi 
poWm fezficyaniide 15 mM 420 pI 
sodium potassium tareate 100mM 420 pl 
Acetyl-CoA 10 mM 
Oxaloacetate 10 mM 

25 Cl1 
50 ul 



Tableau EL1 Sdutions r6vélatrices pour les diffkents enzymes recherchés 
(sui te). 

Tampon Tris-adtate 0.1 M (pH 73) 
N a m 4  7 Hz0 
PMS 
Mr? 100 
Fructose-6-phosphate 10 mg 
Aldoiase 
Glycéraldhéhyde-3-P- déshydrogena~e 

lcli 
6.25 * 

Triosphosphate isomérase 1 @ 
NAD 200 @ 
Tampon Tris-acétate 0.1 M (pH 7.5) 5ml 
NazHAs04 7 Hz0 10 mg 
PMS MN 
m 100 pl 
Tampon Glycine-glycine 0.1 M (pH 7 3) p 5 d  
D-glucose 20 mg 
Glucosed-P déshydroghse 1 unité (2 pi) 
AW 5 mg 
MgCb 0.1 M 200 
m 100 pl 
PMS 
NADP 

50 N 
100 pl 

A Tampon phosphate pH 75  0.1M 5 ml 
EDTA 0.1 M 
MgCl2 0.1 M 

50 Cil 
100 p 

dithiothéitol 23 mg 
Isocitrate 13 mg 

B Schiffs reagent 0 : mettre dans la solution A 0.3 ml 
Faire un témoin nbgatif sans Mg- et isociîrate 



Tableau H.1 Solutions r6véIatrfces pour les diff6rents enzymes recherchés 
(suite) 

enzyme 

PEPC82b0xylase 

KDGP aldolase 
+ 
6PGD 
(en tube) 

solutions 
0.1M (pH 83)  2,O ml 

~hosph~e~~olpyruvate 
- 

5mg 
M m 2  
AcetylCoA 10 mM 

lowl 
2 5 N O J m M  

WC03 20 m .  
B.1 mg / ml Fast Violet B (ou ~ast-blue B ou BB) incuber le ge1 dans la 

solution A h Tempérame pièce 30 min . pois meme dans la solution B 
jusqu'8 l'apparition de bande coloré ~ 

6-phosphogluconate' 
FeSO4 7 &O 6 mM 

5 mg 
3 mg 

glutathion réduit 3 mM 
ortho-amhobenzaldéhyüe 25 mM (2 mg dans 10 ml) 

5 mg 

Coloration bune lorsque réaction positive, en tube seulement 
250 Cil 

a. Tampon Tris-HQ 0.2 M pH 8.0 : 24.2 g I L eau bidisttllée, pH ajusté avec du HCl 
b. MTï : 1.25 g 1 100 ml d'eau bidistillée. garder B la noirceur et & 4T. 

c. PMS: 1.0g1 100mld'eau bidistillée 
d. NADP : 1.0 g 1 100 ml d'eau bidistizlée. garder iî 4°C 

e. MgCl2 0.1 M : 203 g M g Q  6 Hz0 dans 100 ml d'eau bidistillée 

f. Tampon Tris-acétate 0.1 M pH 7.5 : 12.1 1 g Tris I L eau distiïl6e. pH a .  8 7 5  ou 8.5 
avec de l'acide acétique g l u  Ajouter ensuite 19.63 g acétate de potassium. 333 mg de 
chlorure de cobalt. 352 mg hydrochlorure de Lcystéine 

g . Tampon glycine-KC1: 
h. DPIP : 40 mg dans 100 ml d'eau 
k. EDTA-Na2 0.1M : 036 g dans 10 ml d'eau 
1. Oxaloacetate 10 rnM : 1.3 mg dans un ml tampon 
m. &QI-CoA 10 m M  : 0.2 mg dans 25 pl 
n. Tampon phosphate 0.1 M pH 7.0 : mélanger des parts egales d'un solution de 13.8 & 

NaH2PO4 Hz0 et une autre de 26.8 giL de Na2HP04 7 FI20 
o. Schiffs reagent : ajouter 500 ml d'eau distillée tiede B 0 3  g de fushin basic. agiter et filtrer. 

Ajouter au filtrat 5 ml HU 1 N, puis 0,125 ml HCl conc. Ajouter finallement 0 3  g & 
sodium metabisulfite. Garder h la noirceur B 4OC 

p. Tampon glycine-glycine 0.1 M pH 7.5 : 113 g de glycine dans IL eau. pH a m  avec du 
KOH 1M 
COCafbOxylase : 4 mg dans 1 ml d'eau bidisW aQdiflC B pH 2.6 avec du HCI 
sulfate de cuivre 50 rnM : 0.125 g110 ml 
sodium potassium tartrate 100 mM : 0,282 g 1 10 ml 
potassium femcyaride 15 mM : 0.049g / 10 ml 

Pour cenains enzymes, 1 est important d'utiliser un exfrait qui n'a jamais etc décongelt? 
précédemment (surtout ALD, mais aussi HIC et G6P si possible) 



Annexe 1. Dosage de la RuBfsPCase 

Mpamtion du m a g e  réactiomei #1 @Our 10 ml) : 

préparer du tampon Tris-HU pH 7.9 15 M : pour lûûml (sans EDTA) :18,6 g Tris, 
ajiister pH avec HCL prendre (lûûpm / ml) 667pi du tampon, mettre dans une 
fiole jaugée de 10 ml 

ajouter 67 mg NaHC03 (6.72 mg = 8 0 p  /ml). 

ajouter 37 mg glutathion dduit (3.67 mg = 12 p) /ml 
ajouter 3 mg riidose diphosphate (03  mg = 1 pn /ml) 

Préparation du mélarige réactionriel 112 (pour 600 pi) 

prendre 400 pl tampon tris-HC1 pH 7.9 1 M (150 p) (+ 2 0  p i  eau) 
ajouter 25 mg MgS04 (4.2 mg = 17jm 1 100p.l) 
ajouter 14,s mg Gcystéine (2.4 mg = 2 0 ~  / 100 pi) 
ajouter 6.6 mg ATP (1.1 mg = Zpm 1 100pl) 
ajouter 1.68 mg NADH (O& p = 0,284 mg / lûûpi) : solution 10 m g h l  dans 

tampon Na-bicarbonate pH 9.0 

Méthode : mettre 500 pl du mélange réactionne1 #1 dans un vïaî 8 congation de 1,s ml, 
ajouter un volume de Semait enzymatique correspondant 0.5 mg de protéines et cornpl&er B 1 
ml avec de l'eau bidistillée. Incuber le viai & 37 qC Smin puis 3 min B lOOT pour arrêter la 
réaction. Laisser refroidir dans la glace. Filtrer la solution. Pour la réaction 2, mettre 500 pi du 
filtrat dans une cuvette 8 spectrophotométre, ajouter 50 pl de mélange réactionnel #2, 11 pi (210 
pg) de 3-P-glycQate deshydrogénase. Meianger et ajouter 5 pi (23 pg. 3-PGA kinase 0.6 pi 
daos 244 pi tampon phosphate pH 7.0 10 mM) de la 3-P-giycéfate kinase pour débuter la 
réaction. Suivre la baisse de D.O. il 340 nm 



Annexe J .  Dosage de I'ATP citrate l y s e  (EC 4.13.8) 

M " citrate + A'IP + COA Cg, a ~ t y l  -COA + 0~8108ctate + ADP 

Réparationdesréactifs 

Tampon Tris 0 3  M pH 8.4 : pour 100 ml, dissoudre 6.06g de Tris et ajuster le pH avec 
du Ha. 

M a  0.1 M : ntüiser la solution préparée pour le test enymatique 
2-mercaptoéUlanol0,2 M : 13.9 pi /mi. 

citrate de potassium 0 2  M : 
CoA 0 2  mM : 15 mglml 
Hydroxylamine 2 M pH 8.4 : pour 50 ml, dissoudre 6,949 g dans environ 30 ml d'eau 

distillée. puis ajuster le pH 8.4 avec du KOH et comp16ter le volume a 50 mL 
ATP 0.1 M : 55 mg/ ml 
acide trichloroacétique 20% : 20 g 1 100 ml 
FeQ,2M:5,4giIOml 

Méthodologie : 

Meme 400p.i du tampon dans un tube. ajouter l0ûp.i MgCb, 50 pi 2-mercaptc~éthanol. 
133 jU citrate, 50 pi  Co& 100 jd hydroxylamine ainsi que l'enzyme et cornpréter B 950 pl. 
Pour débuter la rkt ion.  ajouter 50 pl dlATP. Incuber a 37 al: 30 min, puis ajouter 1.2 ml 

d'acide tnchioroacétique et 300 pl de FeCI,. Lire la D.O. 520 m. 



Annexe K. Séqnence de I'ADNr 165 des isolats SD-6 et SD-9 

IsoIat SDd 

La &pence prtieiïe de î'isolat S M  obtenue par le Dr B. Goebel est identique & celle 
que nous avons obtenue pour I'wht SD-11. Les &ux isolats font donc partie de la &ne 
espèce : Acidobocter -. 

Séquence partide de la ciilture mixte contenant I'isolat SD-9 

Identification de l'isolat SD-9 

La séquence de I'ADNr 16s de la culture mixte de l'isolat SD-9 a eté alignée et comparée 
avec œlk de l'isolat SD-11 par la fonction B M  & la NCBI. Le résultat nous permet de 
conclure que I'ilat SD-9 de la culture &te fait partie du genre Acidobucter et que cet isolat est 
très proche au niveau phylogenetique de l'isolat SD-6 et SD- I 1. Les bases qui n'ont pas dome 
de lecture précise (idena6 par un N) lors du séquençage du produit PCR de la culture mixte 
repentent  probablement les sites dB&ents entre l'isolat SD6 et l'isolat SB9 

gblU34974ISDU34974 Sul fobaci l lus  disulfidoaxidans 16s ribosaml RNA 
gene, canplete sequence 
Length = 1496 

Score = 4604 (1272.2 bi ts ) ,  u t  = 0.0, P = 0.0 
Identities = 922/925 ( 9 9 % ) ,  Positives = 922/925 ( 9 9 Q ) ,  Strand = Plus / Plus 



mery: 
Sbjct: 

Quw: 

Sbjct: 

(ri=: 

Sbjct: 

merv: 

Sbjct: 

meru: 

Sbjct : 

Ouery: 

Sbjct : 

Quew : 

Sbjct: 

Query: 

Sbjct : 

Ou-: 

Sbjct: 

eiew : 

Sbjct: 

Wery : 

sbjct: 

Ouw: 

sbjct: 

Query: 

Sbjct: 

Quw: 

Sbjct : 

Queq : 

Sbjct: 

Query: 

Sbjct: 1403 mCAACA- 1427 



Annexe L . Courbes de Fixation dn "CO, en fonction du temps 

1 
I 

s 
E m 6 4 

O 10 20 30 40 50 
Temps 0i) 

Figure L.l Taux de fixation du CO, par les Aeidobucter sp. (SD-6 + SD-9) 
dans le milieu 9K-EL (0,01%) pH 2,25 contenant du soufre et/ou 

du glutamate 



Annexe M .Séquence de FADNr 16s de I'isolat SD-8 

Séquence compl&te de I'ADNr 16s de l'isolat SD-8 

Tableau M.l Qassification des especes les plus ressemblantes I l'isolat SD-8 
selon le program BLAST de la NCBI (valeur S-ab obtenue lors de 
i'anaiyse de la RDP) 

lmcmemes # accession S-ab 
Methylobactcrium m. KIS. D3223 1 0.995 
AUeth$bbactetiwn 6. Ft S .  
Methylobacteriurn sp. Fï3. 
Met~lobacterium radiotoier . .  
Methylobactenum sp- BF15. 
Methyrobacteriwn MesopAiticia 
Methybbacteriwn sp. PC30.39. 
Methylobactcrium sp. F18. 
Methyiobacrcniun sp. M2. 
Methylobacten'wn sp. F37. 
Methybbactenum organophilum SE. XX. 
Methybbacteriwn sp. BFIO. 
Methylobacteriwn sp. FM- 
Methylobacterium rhodinum 
Methylobacterium sp.GK118. 
Methybbucterium sp.GKlO1. 
MethyWacteriutn riiodesianrcm 
MethylubactecrUun zan~nu 

. . 
Methybboaerirmi utorqueas 
Methytobacterium sp. PC30.44. 

Alignement 





Amexe N . Séquence de ItADNr 165 de l'espèce thio-oxydante du 
consortium SD-20 

Séquence de I'AIINr 165 d'un d8ae de type 1 provenant du eonsortium SD-20 

Recherche BLAST de la NCBI 

Database: Non-redundant GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences 
320,920 sequences; 490,159,IOO total letters . 

Sequences producing High-scoring Segment Pairs: 

SmaIlest 
Sum 

High Probabil i ty 
Score P(N) N 

emblYll5961TTll596 T.thiooxidans 16s rRNA gene, isolate ... 
emblX98210ITS16SRDNA Thiobacillus sp. 16s ribosomal DNA 
ernblY11595ITF11595 T-ferrooxidans 16s rRNA gene, isolat ... 
emb1229975ITC16SRRNA T-caldus (DSM 8584) gene for 16s rib ... 
emblX75269lTFB16SRRN T-ferraoxidans (B-S3) gene for 16s r,.. 
embIX752671TF16SRNA T-ferrooxidans (N-Fe4) gene for 16s .., 
emblX75268ITFN16SRRN T.ferraoxidans (N-Fe3) gene for 16s ... 
emblX752661TF16SRR.N T.ferrwxidans (N-Fe2) gene for 16s ... 
emblX86769IBS16SRRNl Bacterial species 165 rRNA gene, clo ... 
embIX728511TT16SRNA T.thiwxidans gene for 16s ribosomal.., 
gblM794011TFERRDI Thiobacillus thiooxidans (DSM 612) l... 

emblY115961TT11596 T-thiooxidans 16s rRNA gene, isolate ATCC 19377 
Length = 1472 

Score = 4972 (1373.9 bits), Expect = 0.0, P = 0.0 
Identities = 996/998 (99%), Positives = 996/993 (99%), Strand = Plus / Plus 
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Stîlfobrrcilltîs distrlfidooxidans sp. nov., a New Acidophilic, 
Disulfide-Oxidizing, Gram-Positive, Spore-Forming Bacterium 

S. DUFRESNE.' J. BOUSQUET.' M. BOISSINOT.' AND R. GUAY" 

DC;parrrrnent de ~Cficrobiologie~ and C e r r t n  d e  Rec~re rc j r r  at Biologie Fomri3re.' 
U r r i w n i t k  Laval. Sre-Foy Qnebrc. Canndu GIK 7P-l 

An acidophilic, disulfide-oxidizing, mesophific, aerobic bocterïum was isolated from wastewater sludge. The 
new orgsinism is a gram-positive sporulated ro& It a n  use elemental sulfur and pyrite as sole energy sources 
and grows on orgonic substntes such as glutamate and glucose. It also grows on the follom'ng organic sulfur 
substntes: oxidized and reduced glutathione, cysteine, cystine. and dithio(bis)benzothiazote and clearly shows 
a prefennce for disulfide bond-containing substmtes. The optimal pH of growth is between 15 and 2.5, 
depending on the substnte used, and the growth temperature range varies from 4 to WC, with an optimal 
value nt 35°C- The G+C chromosomal DNA content wris measured at 53 I 1 mol%. Phylogenetic analysis of 
16s genes coding for rRLYA sequences places the new isolate in the genus Sur/obaciIIus. In addition, unique 
phenotypic and physiologie characteristics and DNA homology values assign the isoIate to a new species in the 
genus. Therefore, this new isolate has been named SulfohciIIus disurjidoomridans and hris k e n  assigned ATCC 
number 51911. 

Many facultatively heterotrophic bacteria are known for 
their abiliy to grow under highly acidic conditions. Some of 
these within the genera Strlfoobtrs (5) and Acidianiu (31) are 
extremely themophilic archaebacteria They obtain their en- 
e r g  by the oxidation or reduction of elemental sulfur or from 
organic substrates. Others are mesophilic gram-negative bac- 
teria belonging to the genus .-icidiplri(irtnr (1. 18) and are able 
to use organic substntes at pH 3.0 o r  belong to the genus 
ïYtiobncifIus. such as l71iobacilI~rs ac idop j i i I t s  ( 1 7). which is also 
known for its ability to grow with elemental suliur or glucose at 
pH 2 5  

However, the only acidophilic. facultatively autotrophic. 
gram-positive. spore-fonning bacillus so far characterized is 
Str l fobacihs t l remzosr~~doo. r id ;~m ( 16). togethrr with wo sub- 
species (" t~~ernrotoleruns** and -asporogmes") rhat do not pro- 
duce spores (19). Gotovacheva and Karavaiko (16) first de- 
scribed the genus Srr~obctcilItrs in 1978 as gram-positive. spore- 
forrning bacteria growing on elrmental sulfur. ferrous iron. and 
other metal sulfides. ïhr: rod-shaped cells were described as 
fairly pleomorphic. The spores were sphencal or slightly oval. 
terminal. subterminal. or  paracentral. S. rlirnnos~i(fîdoo.ridam 
is a typical acidophilic, thcmotolerant. and facuitatively au- 
totrophic bacterium. Since then. four isotates which are gram- 
variable, thennotolerant acidophiles have been recovered from 
mines: ALV (27). BC (27). C-MTI( 15). and TH3 (4). and have 
been described as belonging presumably tu this genus. Some 
other gram-positive bacteria from the genus Alis;clobcrcillus 
(7-9) can atso grow under acidic conditions. but they are het- 
erotrophic bacteria. 

This work reports on the isolation and characterization of a 
new facultatively autotrophic. mesophilic. acidophitic. gram- 
positive. spore-forming bacterium (SD-Il) that could belong 
to the g e n u  Sulfobaciftus. 

Bricterial stmins and cufturr coaditions. The acidophilic stnin SB11 w u  
isolated from a mkcd culture obtaincd ;ifter enrichmeru of aristr\s;iter sludgc o f  
Blake Lake Cig. Québec. Cana&. with ciementd sulfur and furthcr plating on 
thiosulfatc agar adjustcd to p H  4.0 (1 1). Esci~zricI~th coli kll ATCC loi98 w;is 

* Correspondhg author. 

usrd for rcfercncc purpt>sc.s with rrgard to malccular DNA analysis. hloditied 
YK medium (9K-EL) (32) wris ~WJ as the hamlt pnv th  medium for ctrain 
SD-I 1. an3 the fcnuu. sulfate u u d  3s ihc energ w u m  in 9K medium mas 
replacecl S, orpnic and incirganic suhstrata rit ri fiml cuncentntion of 15 glitrr. 
Ycast cxtnct was added (0.1 g litcr) as ri grinvth hctor. The pH  of  the liqutd 
medium wzs ridjusted t0 L15 wilh 2 N HISO+. Four differcnt subanta wrrc 
tested; d i u m  glutrimatc. oxidizrd and rrdussd glutaihionc: IAdrich Chernicri1 
Co.) stcrilized by tiltntion. and ynJJlucd elementril sulfur. Thcy wcm added to 
autuclaved 30-mi Halo; crintaining 100 mi of b m l t  r ~ 1 t  medium 9K-EL The 
isolate was cultured at 3WC for 7 days in a en ion .  incubaior shaker nt 200 rpm. 
E col; waï culturcd in Tppticas<: wy brcith (BBL) overnight ai 3TC. Al1 chem- 
ical reagmts use3 in  th* study wrre anrilytimt gndc. 

Phenotypie chnnderizmtion The pH  and tempcnture range for growth wcrr 
determtned for thmc different substntrs (sulfur. wdium glunrnatc. and oxidized 
glutaihioncl. The growth was munitorrd by rncsurcment of the protrin content 
deicmined according to the method of  L o w . ~  et al. (3 ) ris mudificd by Fkg ( 12) 
for culturing on sulfur. Gruwth w a  a h  esrimatcd in 9K-EL with oxidized 
glutathionc as the cuhtrate in an aruerubic chamkr ai 30°C alter 10 and 1U day 
of incubation. So ekctron am-ptor ba id~% oxidird glutathionc. sulfates. or 
traca o f  nitmtc ws added during anarrubic insuhation. 

The commercially available Ml 50 CH skstrm (Eiohlerieux). dcscribcd by 
Deinhard ct al. (8) for [he hiocfiemicil protilc chanctcnmtion ofAIiqclob<rrtlIt~~ 
ucklo~rmirir. used with minur modifications to rvaluate cihohydrate uti- 
luation by slnin SD-I 1. The 9K-EL at pH 2.3. tu which bromophenol bluc was 
addrd as a p H  indicator. rcplaccd ihr &rcilIirr crcrcl~~u1d~'us medium. ï h e  
inoculated medium was incuhatrd at WC. and growth was monitored by exam- 
ining turbidity andlor acidificatiun cvep 3 da' for 15 days. 

Celfular morpholog wac rcxortlcd with ri S i h n  Optiphoi p h r i x c o n t r i ~  
microsçopc. Polyphmphate granula wcrr staincd u-iih Lucflcr's methylcnc blue 
solution (28). Fine morphologicril f a t u m  were revcalcd by transmission and 
sccinninp clcctron micrwopy. A wshcd ceIl suspension of  stnin SD-II w;is 
k.ed in  a 5.OCf gluraraldrhydr solutii~n in 0.2 Y phosphate huffcr (pH 7.2). 
followed by p t - k w t i o n  in r 3? OsO, solution. Dchydntion W~IS carricd out in  
a gmlled cthnnol scrirx. Celb wcrc emkhdrd i n  LR white min. and ceIl Kctions 
wcrc obtaincd with 3 Reichcn Ob1 VZ ultnmicrutome. Thcy wcrc stained with 
Icad hydroxidr: ( 5 5 )  and unnyl acetarc ( 5 5 )  solutions and examincd on a 
Philips Eh( 3UO transmission clectron m i r m o p c  al SO kV. Ncptivc soining was 
a m c d  out as follows: 5 pl of a culture suspension was ~ l lowcd to air dry on a 
fonnv;ir-coated copper grid (s ix 11iû HH). 5 pl of  sodium phosphotungstare 
solution (2% [pH 7.21) was ;idJrd. and the _eriJ was drird on filtcr paper. nic 
spccimens wetc cumincd by tnnsmiriion clrctron m i c m p y  at 60 kV. Scan- 
ning electron microx~py was perfonned on ri deposit obtaincd fmm a sâmplc of  
culture (100 pl )  p m d  thmugh a 13-mm po l ynhna te  (0.1 p m  porc suc) 
Nuclcoporc filter. The filtcrs wrm trrated accortjing t» the pmccdure of Blais c i  
al. (3). and the krrcrf spccimcn war e.omined with a E O L  JMS-T330A elearon 
smnning microscope. 
DKA base composition. GÉnomic DN.4 was extractcd and purified amrding 

to the mcthod o f  hlorrnur (3). and G+C cuntem was determincd fmm the 
thenml mtlting profile (midpoint rempenture) (26). 

16s rDNA phytogenctic analysa E coli and SD-L 1 cells wtrc harvested and 
w h c d  and nuclcic a&& wcre cxtnctcd by a prrviously publtihcd ptoccdurc: ( 1). 
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HG. I .  EIectmn micrognphs of SD-II isolata (A) Se3nning clectron mitmgritph shwing a short c h i n  of ebnormiill~ dividing ( a m )  and nonnal-length I ' 1 

cclk (B) Tnnsrnission clcctmn miCropph of ncgativefy staincd prcpûntion showing the pdyphwphri~c gnnuta  (PG) both in ahnnrmally dividing (white amnu) and 
normal-length ( O )  S B 1 1  cclls. (C) Transmission e l a ron  minogmphs of ultnihin longitudinal and tnnvcrse sections of SD-I I celLs at diffcrcnt stages of growth: 1. 
dividing vcgemtivc cells: 1 matun vcgctativc cc11 (normal lcngth [O]): 3. sparulatiny ccll with polyphosphatt gnnulc and highly deforming presporc at oppasite end. 
(Inïcrt) Tnnsvcrx scaion of sporulating SD-LI cc11 shciwing pmpure rnultilamcllar rncrnbrans (MM) and corta (CO). Bar. 1 &m. 

the substrate uscd, The initial pH of the culture media did not 
change during growth. 

DNA analyses and phylogenetic relationships. The genomic 
DNA G+C content of strain SD-1 1 was 53 2 1 mol%. and the 
G+C nucleotide ratio of the 16s rDNA wris 593 mol%. From 
16s rDNA nucleotide sequence data, isolate SD-Il shares 
953% homology with A. qdohrpranicns and 95.2% homology 
with S. t/wm~ostrrfidoaridans (Table 4). The transitiodtranmer- 
sion ratios were 1.3 for stnin SD- 1 t venus S. thennoscrl/idoo.ri- 
dans and 1.1 for strain SD- I 1 venus A. cyclohepranictcr. 

The tree topologies estimated €rom both standard parsi- 
mony and neighbor-joining analyses of NO-parameter substi- 
tution rates showed close relatedness between the genera Strl- 
fobacifhs and Alicycfobacilhs. This group was su pported by ri 

high bootstrap value. which indicates the degree of statisticd 
confidence (Fig. 2). In both analyses, the genus Ali~cfu6aci~hs 
did not appear rnonophyletic. because its taxa were intermin- 
gled with the genus Sttlfobacilli~r. This arrangement was sup- 
ported by high bootstrap values. The only topological differ- 
ence beween parsimony and neighbor-joining trees was the 
placement of the Bacil/tts-SporolacrohciIIi~s-Closm~iitun group. 
which shows low percentage G+C content together with 
the Si~lfobacil~tis-A ficÿclobacillns grou p. Parsimony p laced bot h 
groups together, and this was supported by a bootstrap value of 
85% (Fig. X): this topology is in accordance with previous 
studies (22). Neighbor-joining analysis placed the Sulfobacil- 
Itrs-AliqclobaciIIt~s group next to the intermediate-percentage- 
G+C-content group formed by the stnins BC and ALV (Fig. 
28). However, this alternative arnngernent was supported by a 
lower bootstrap value (58%). To funher investigate this lack of 
congruence, the phylogeny was estimated with Gary Olsen's 
fastDNAml program (Ribosomal Database Project) (24). 
which is based on the maximum-likelihood approach (13). The 
16s rDNA sequence of the strain C-MTt (GenBank entq 
X75270). isolated by Goebel and Stackebrandt (15) and pre- 
sumably identified as a member of the genus Sttlfobacihs on 
preliminary physiological analysis, was also included. The ma.v 

TABLE 3. Gcncration timc of strain SD-11 grown on different 
substrates in 9K-EL liquid medium a t  pH 2.25 at 30°C 

Mran pnsration Grm th 
tims (h) (5)" 

Inorganic 
Elemental sulfur 13 (6 h at 3 9 3  66 
~ y r i t e  16 56 
Ferrous sulfate 25 30 

Organic 
Glutamate 12 65 
Glycine 26 12 
Glucose 16 85 
Oxidized glutathione (-S-S) 12 (7 h at 3573 100 
Reduccd plutathione (-SH) ZS 72 
Thiourea (-S-S-, 4) 24 6 1 
Cystamine (-S-S-) 23 54 
Cystine (-S-S-) 41 53 
Cystsine (-SH) 49 17 

Rccoded as penxntagc of -erowth rclativc to oxidkcd glutriihione at pH '>Y 
and 30°C. 

imum-likelihood tree obtained was vey similar to the parsi- 
mony tree. and the strain C-km1 clustered with the strains BC 
and ALV. The newiy isolritsd stnin SD-11 was found with thc 
low-percentage-G+C stnins of the genera. which were rc- 
groupcd by the analysis. 

DISCUSSION 

This study has provided phenotypic and genotypic informa- 
tion about the newly isolated strain SD-11. mis strain, isolated 
€rom a wastewater sludge trcatment plant, is a gram-positive. 
mesophiIic. acidophilic. and aerobic bacterium, However. the 
organism may grow as a facultative anaerobe. since oxidized 
glutathionc seems to be used as a substnte under anaerobiosis. 
Under the anaerobic growth conditions used dunng the e-ver- 
iments. we favor the anaerobic respiration hypothesis, al- 
though no signiticant data support it except for the very low 
cellular yield during incubation. We estimated that only 2 0 5  
of the anaerobiosis cellular yield was reached after 20 days of 
culturing under anaerobiosis. Its morphological features and 
miuotrophic metabolism suggest that strain SD-II most likeiy 
belongs to the genus Struobaci/hs. The morp hological charac- 
teristics of isolate SD-1 i are similar to those described for S. 
tfzemzostilfdoo.ridarrs (Table 5). Both are gnm-positive. non- 
motilc. rod-shaped bacteria which form chains or straight or 
intenvoven filaments (S. rl~erntostr~doaridum subsp. "arparo- 
genes"). SD-i 1 exhibits subterminal. deforming spores. The 
anatysis of the fatty acid composition in bactena beionging to 
the genen AficycIobacillrlr and Strlfobrrcifhcs revealed the pres- 

TABLE 3. Relative growth of stnin SD-11 on the different 
substrates of the API  50 CH system 

Substntc on which rebtivc growth #: 

Control 
Arbutin 
Dulcitol 
Erythritol 
Fructose 
L-Fucose 
Grilactox 
Inositol 
Lrictosc 
D-l.yXosc 
Mannitol 
Elannose 
Rhamnose 
Salicin 
Trrhalose 
mTuranosc 
X!IitoI 
p-~Methyl-o 

xyloside 

- - - 

AdoniioI Starch Arny_edalin 
D- and ~-Ambinox L - h b i t o l  Glucose 
~ A r a b i t o l  s-Acctyl-glucos- Maltose 
CeIlobiose amine Melezitow 
Esculi n Glycugen 
D-Fucose Inulin 
Gentiobiosc. Sucrose 
Glyccrol 
Gluconate 
2-Keto-gluconate 
5-Kcto-gluconate 
a-Mcthy 1-~glucosidr 
klclibiose 
a-Mettiyl-o-mannosidc 
Ribose 
Railinosr: 
Sorbitol 
Sorbosr 
&Ta@ tose 
D and L-Xylose 

" Growth w;is m I u a t d  visully undsr phasecontrast micmscopy in the ab- 
sence of turbidity. -. prcscncc of sporulated cells only or no gmwih; +. frw 
isolatcd cclls; + +. short chains of long celis + + +. chains of short dis ( f s t  
dividing cclls). 
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ence of w-cyclohe..c acids (or wqcloheptane in A, cyclolrep- 
tanim) (8.9.36). which are rarely seen in other bacteria, The 
fatty acid composition for strain SD-1 l closely resemblcs that 
of S. rhernrosrrlficioaridam. The presence of o-cyclohexane C,, 
and C,, was revraled in this new organism (29). The G+C 
contents were found to be 53 z 1 mol% and 53 z 1 mol%. 
respectively. for SD-11 and S. tiremtosulfidoaridans, and were 
identical at 59 = 1 mol% for their 16s rDNA sequences (35). 

However man' physiological differences were noted be- 
tween isola te SD- l l and Srrlfobacillils sp. and .-lliqclobacillus 
sp. The species of the genera Srrlfobacilltrs and .-lIi~lobacillicr 
grow better at temperatures abovc 45°C. whereas isolate SD-11 
is more lpical of a mesophilic species (35°C). The new isolate 
does not grow on solid media. even with the use of phytagel. 
agarose. silicate gel. or starch as solidi-ing agents. It grows 
autotrophically on elemental sulfur and on pyrite with the 
production of sulfur O-xyanions. including sulfate, in contrast 
with S. tlien~rosit~fido~1cida~. which oxidizes sulfur to sulfuric 
acid. It can also grow heterotrophically on carbohydrates Iike 
glucose. without any production of acidic end products. and 
also on amino ;ici& like glutamate. The new organism shows a 
net preferencr for organic sulfur substrates (Table 6). The API 
50 CH system was also used to compare the utilization of 
carbohydrates by isolate SD-IL and by strains €rom the genus 
Alkyclobacillus. the major ditference again being the lack of 
acidification observed after growth of isolate SD- 1 1 (8. 9). As 
a consequence of the differences in phenotypic and physiolog- 
ical characteristics. the isolate SD-11 may be classified as a new 
species of the genus Sulfobacillrrs. 

The analysis of the 16s rDNA sequences showed that strain 
SD-I 1 is phylogenetically cfosely related to the genera Sir!foba- 
ciI1u.s and Ali~clobacillrrs. Even if the genera Sirlfobacillrrs and 
Alic).cobacilliis possess a number of distinctive phenotypic fea- 
tures that couid justify their separation into Mo genera (Table 
7), phylogenetic analyses confirm their close prosimity (35). 
Since Al qclolwprarricics is found to be more related to Sul- 
fobacillils strains than to other .Ilicyclobacillris strains. and be- 
cause both groups share growth factor requiremcnts (Table 7). 
a revision of the tawnomic nomenclature of the group at the 
genus b e l  ma? hs neccssary. but this will require ïhe descrip- 
tion of additional species. 

Signature sequences (5 13-A. 1207-C. 168-G. 906-G. 955-G. 
and 1167-A according to the E. col; numbering convention) 
suppon the assignment of strain SD-II as a sram-positive 
organism of the low-percentage-G +C subdivision (22). The 14 
consewed nucleotide positions rrlported by Tourova et al. (35). 
which link the genera Ali~clobacillirs and Stt!fobc~cillirs and 
differentiate [hem from the other low-pcrccntage-G + C gram- 
positive groups tvere also found in isolate SD-11 ( 154-G. 
452-G, 4SO-A. 672-G. 734-C. 74s-G. 862-G. S67-C. 1 122-G. 
1 123-T. 1 150-A. 1 151-C. 1297-G. and 1298-T). However. the 
clade formed by strains ALV. BC. and C-MT1 tvrts shown by 
panimony and maximum-likciihood methods to he quite re- 
mote from the genera SirlfobacilIus and rlli~rlobucillrrs (21. 
35). cven if the isolate BC has been descrihd as ri gram- 
negative rod-shriped bactcrium ( 15. 37)- 

For every t\.pe of phylogenetic analysis (neighhor joining. 
parsimony, and maximum likelihood), the closest strain to the 
isolate SD-11 was S. rlrenirosrtlfidoaida~rs. and this is sup- 
ported by the high bootstrap values (Fig. 2). Two signature 
sequences, 5'-ATGCTACGGCATCGC-3' and 5 ' -AACCCCT 
GAAAACCGC-3' at positions 2ûû to 231 and 1279 to 1296, 
were found only in both S. rlrmrostrlfidoa~-idn~~s and strain 
SD-1 1. This further rcinforces the very high phylogenetic af- 
finity observed between the Golovacheva's Srrlfabacilltu isolüte 
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FIG. 2. Phylogrnetic ~lationihips among gram-positive bactrria and position of strain SD-1 1 b=d on anaIysis of 16s rDXA grnr wqucnccs. Grrirn-negative strains 
wcnr IISC~ as outçroup to mot ihr gnm-positive trrs. (A) Trer ohtriincd from neighbor-joining analysis of two-paramctcr subs~itution (suhst.) nies. (B) Trcc obtained 
fmm standard parsimony analysis. Numkr?i on bnnch~5 indicair h i s t r a p  estimates fmm 1W rrplicaia For full narncs of strains. rrfcr ta Table 4. str.. strain. 

and the bacterium SD-II isoiated from a completely different Indeed, the highest 16s rDNA scquence homotogy values ob- 
environment. served with A. qcIoheptanicris and S. t~zerrnosnlfidoaridans 

Given that the highest 165 rDNA sequence homology of were less than 96%. Thereforr. the isolate SD-Il should be 
s tnin SD-11 cornpared with the other bacteria is less thon considered formally as a distinct species both from the 16s 
97.0% (Table 4), total DNA will not reassociate to more than rDNA composition and hornology perspective, even if format 
60% with any other piece of DNA from different bacterid DNA-DNA ceassociation studies were not conducted. 
strains, no matter which hybridization method is used (33). On the basis of al1 phenotypic. genotypic, and phylogenetic 
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TABLE 6. Physiologid characteristics of the genera Sul/obocilhrr and AIicycIobaciIIt~ 

Rault for: 

Anaerobic g r w t h  + 

PH 
Optimum 1.5-1.5 
G r w t h  range 054.0 

Temp 
Optimum (OC) 35 
Growth nnge  ( 'C) 4 4 0 '  

Growth factor 

Growth in*: 
S' 
Fe= - 
s,o; 
Fc& 
Ycast extnct  
Acetate 
Casamino Acids 
C ~ t a m i n c  
Cysteine 
Cystine 
Dithio(bis)benzo- 

thiruole 
Galactose 
Glucose 
Glutamate 
Glutathionr 
Glyerol  
bfeat peptone 

Growth on: 
FerSB 
B. acidocalduti~ls 
medium apr 

Ytast extnct 

+ 
( + - 
+ - 
- 
ND 
+ 
+ 
f 

+ 

- 
+ 
-+ 
+ 
t 

- 

- 
ND 

- 

1.9-2. J 
15-55 

50 
2040 

Yeasc extract 

+ 
+ 
+ 
7- 

+ 
f 

f 

ND 
+ 
ND 
ND 

- 
+ - 
'ID 
ND 
- 

i 

ND 

IIt hiet or BI, 
pantothenatr 

ND" 
.ID 
ND 
ND 
t 

- 
+ 

ND 
ND 
ND 
ND 

- 
+ acid' 

ND 
ND 
i 

ND 

" Spore germination at J'C. 
Sul/ob<rciUiu sp. simin SD-1 I was p w n  in liquid medium at pH 2.3. .-lli~clobacrlfirr sp. was prown in liquid medium at pH J.O. 
' ND. not dctcrmined. 
" Acid formation uhcn yrwth m u r s  with ~ h c  substmtr. 

evidence. the present isolate is formally proposed as a new 
species within the genus Sulfobacillrrs. 

Description of S. disu@dooxidans sp. nov, S. disrrlftiooxidans 
(di.su1.fi.do.o.u'i.dans. L. adj. dilphrs, double: L. n. sulJitr, sulfur: 
ML v. d o .  oxidize: M.L. adj. disrrlfdooxidam. disuIfide- 
oxidizing bacteria). The new species appears as a aerobic. 
endospore-forrning rod shaped bacterium (length. 0.9 to 3.6 
Fm: width, 0.3 to 0.5 pn). The strain is nonmotile; it is a 
typical gram-positive bacterium, even if Gram staining is vari- 
able. S. dhrrJitioatidans produces oval spores. located subter- 
minally in a nvollen sporangiurn. Cells sometime appear ple- 
omorphic and increase in width with aging. Long chains of rods 
appear only on selected substrates. S. disulfidoaridans does not 
grow alone on solid medium, but it forms colonies only when 
an accompanying acidirying bacterium is present and growing. 

S. disnlfdoo.rincm grows in liquid medium where it litenlly 
fiocculates. Growth is maximal between pH 15 and 2 5 ,  and 
culture is possible within a wide range of pH, from 0.5 to 6.0. 
The Sirlfobacillrts strain grows best at 35°C and within an in- 
terval of 4 to 40°C- S. distdjidoaridam utilizes glucose, gluta- 
mate, oxidized glutathione, or dithio(bis)benzothiazole during 
its heterotrophic growth. When the bacterium uses elemental 

sulfur as its sole energy source. it does noc oxidize it to suifuric 
acid, but yeast extract is needed as a growth factor. No acid 
formation has been observed during culture on carbohydrates 
( M I  50 CH). 

The G t C  content of the extracted DNA is 53 2 1 mol% as 

TABLE 7. Features differentiating t hr genera Sur/obaciiIu.s 
and A iiqc1obaciifu.s 

Rauh for genw: 

Growth at 35°C + 
Growth a t  pH 2 + 
Growth factors required + 
Autotrophic growth + 
Growth on galactose - 
Acid produced frorn carbohydntes - 
' This work and that of GoIovacheva and bnmiko ( 16). 

Dilrland and Brock (7) and Deinhard et al, (S. 9). 
' Exccpt A. cyclohrpninrr (sec Table 6). 

DU. &ta unavailablc. 



determined by the thermal denaturation profiles. Its highest 
16s rDNA sequence identities were 955 and 95.2% with A. 
qcloheptunicur and S. thennosrr~d~ax~~anr, respectively. As 
determined by neighbor-joining. parsimony, and maximum- 
li keiihood approaches. the closest p hylogenetically to S. disltl- 
fidooxidonr is S. rhennosulfidomdns. followed by strains from 
the genus AliqdohcilIus, both genen forming a highly sup 
ported clade of low-percentage-Gt C gram-positive strains. 

S. disuIfidoan'dans SD-11 has been deposited at the Ameri- 
can Type Culture Collection. RocLaille. Md., and has been 
designated ATCC 5 191 1. 

WC thank A. Roy from Centre de Recherche en Biologie Forestière. 
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Goldner for cornrncnts on the manuscript. 
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