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Summary — Guanine—cytosine content determination of some anaerobic rumen fungi:
Neocallimastix, Piromonas and Sphaeromonas. Guanine—cytosine content of rumen anaero-
bic fungi strains (Neocallimastix, Piromonas and Sphaeromonas) obtained by DNA ther-

modenaturation ranged from 15.5 % to 22 %.

Les méthodes modernes d’identification
et de classification des microorga-
nismes évoluent vers des techniques
moléculaires, surtout lorsque les carac-
téres phénotypiques sont rares ou peu
discriminants. L'un des premiers outils
de la chimiotaxonomie est fourni par
I’étude de la composition en bases de
I"TADN. Nous proposons ici un mode
d'extraction et de purification de I’ADN
de champignons anaérobies du rumen
permettant la détermination, par ther-
modénaturation, des teneurs en gua-
nine-cytosine de souches appartenant
aux genres Neocallimastix, Piromonas
et Sphaeromonas.

Matériel et méthodes — Les analyses ont
porté sur les souches MCH3, FL et FG10
appartenant respectivement aux genres
Neocallimastix, Piromonas et Sphaeromo-
nas, cultivées 72 h, en milieu liquide semi-
synthétique de Lowe et al (1985), a 39 °C,
sous atmosphére de CO.. Les ADN ont été
extraits selon la méthode de Britten ef al
(1970) modifiée par Poncet et Fiol (1972),
citée par Billon-Grand (1988) (Méthode 1).
Pour ces ADN trés fragiles, une technique
plus douce a été utilisée selon Price et al
(1978) modifiée par Billon-Grand (non publiée),

ne nécessitant pas une solution d'urée 8M
(Méthode 2). Les teneurs en GC ont été cal-
culées, apres thermodénaturation, par réfé-
rence avec I’ADN témoin de Candida
parapsilosis traité dans les mémes condi-
tions.

Résultats et discussion — Les résul-
tats de cette étude sont donnés dans
le tableau I.

Les teneurs en GC trouvées sont les
plus basses jamais rencontrées chez
les champignons et expliqueraient la
grande fragilité de ces ADN. Les

Tableau [. Pourcentages de guanine-cyto-
sine obtenus en fonction de la méthode
d'extraction de 'ADN.

Méthode 1 Méthode 2
Tm Tm
% GC % GC
(°C) (°c)
Neocallimastix
frontalis 76,44 17,41 75,96 16,24
Sphaeromonas
communis 78,49 22,12 77,47 19,92
Piromonas
communis ND ND 75,67 15,53

Tm = température de thermodénaturation; ND = non déterminé.
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courbes de thermodénaturation de Neo-
callimastix frontalis et de Piromonas
communis (figs 1 et 2) montrent des
inflexions qui soulignent I’'hétérogénéité
de ces ADN constitués d’au moins 2
fractions, comme I'a montré Brownlee
(1989) pour N frontalis. Les différences
observées entre les Tm obtenues pour-
raient étre liées a la présence d'urée
restée accrochée a ces ADN particu-
liers (avec la méthode 1), alors que I'on
n'observe pas ces différences avec
I’ADN témoin. La détermination de
teneurs en GC inférieures a 20 % est
a I'extréme limite de la sensibilité de la
technique de thermodénaturation. 1l fau-
dra prévoir une méthode par chromato-
graphie liquide a haute pression
(HPLC) pour résoudre le probléme.
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Fig 1. Courbes de thermodénaturation de
Neocallimastix frontalis, MCHs; 1) MCHs;,
ADN extrait par la méthode 1. Tm = 76,44 °C;
2) MCHs, ADN extrait par la méthode 2 Tm =
75,96 °C; 3) ADN témoin de Candida para-
psilosis Tm = 85,9 °C; 4) Variation de la tem-
pérature lors des thermodénaturations 1 et
3; 5) Variation de la température lors de la
thermodénaturation 2. (Noter I'inflexion plus
prononcée de la courbe de thermodénatura-
tion de I'ADN de MCH; extrait par la
méthode 1).
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Fig 2. Courbes de thermodénaturation des
ADN de Piromonas communis FL et de
Sphaeromonas communis FG10; 1) ADN de
P communis extrait par la méthode 2; Tm=
75,67 °C.2) ADN de S communis extrait
par la méthode 1; Tm = 78,49 °C; (méme
type de courbe pour 'ADN extrait par la
méthode 2, Tm=77,47 °C). 3) ADN témoin
de Candida parapsilosis Tm = 85,9 °C. 4)
Variation de la température lors des thermo-
dénaturations 1 et 3. (Noter l'inflexion de la
courbe de thermodénaturation de 'ADN de
FL et celle moindre de la courbe de thermo-
dénaturation de FG10).

En conclusion, les champignons du
rumen présentent un contenu en GC de
leurs ADN nucléaires de I'ordre de 15 %
a 22 %. Ce résultat joint a un mode de
vie anaérobie strict et & des propriétés
physiologiques et enzymatiques identi-
ques (Fonty et al, 1988) est en faveur
d'une grande homogénéité de ces
microorganismes.
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