Ann. Microbiol. (Inst. Pasteur)
1977, 128 B, 243-251

ETUDE PHYSIOLOGIQUE ET TAXONOMIQUE
DE PARACOCCUS DENITRIFICANS

par F. Pichinoty, M. Mandel et J.-L. Garcia

Laboratoire de Biochimie Végétale, UER Scientifique de Luminy,
13288 Marseille Cedex 2 (France),
The University of Texas,
M. D. Anderson Hospital and Tumor Institute, Houston, Texas (USA),
et Laboratoire de Microbiologie, O.R.S.T.0.M., Dakar (Sénégal)

SUMMARY

A PHYSIOLOGICAL AND TAXONOMIC STUDY
OF « PARACOCCUS DENITRIFICANS »

Four of the six strains studied are from a collection. The two others
were isolated from soil by enrichment culture in a liquid minimal medium
containing tartrate or succinate, under an N,O atmosphere at 32° C.

Paracoccus denifrificans possesses a respiratory metabolism; nitrate,
nitrite, nitrous oxide and oxygen are used as electron acceptors. The
microorganism gives a positive oxidase test and possesses a cytochrome ¢
and a catalase. It requires no growth factors. All six strains can use the
following 27 sources of carbon and energy under aerobic conditions:
D-glucose, D-fructose, D-ribose, D-mannitol, D-sorbitol, D-arabitol,
L-arabitol, glycerol, methanol, ethanol, n-propanol, formate, acetate, pro-
pionate, butyrate, malonate, succinate, glycollate, I.-lactate, D-lactate,
pyruvate, sarcosine, L-«-alanine, g-alanine, asparagine, L-proline, and
y-aminobutyrate.

Five of the six strains can grow in minimal salts medium under an
atmosphere of H,, N,O (or O,) and CO,. They are therefore chemo-organo-
trophs, methylotrophs and chemo-lithotrophs. They synthesize poly-
B-hydroxybutyrate, cannot hydrolyze gelatin nor Tween 80. Nitrate is used
as a source of nitrogen. Nitrate reductase A and respiratory nitrite reductase
are present. Amylase, tetrathionate reductase and constitutive arginine
dihydrolase are absent. Five of the six strains contain hydrogenase and
L-phenylalanine deaminase. The degradation of aromatic compounds
proceeds through an orfho cleavage of catechol or protocatechuate.

The DNA of five of the six strains has a G 4+ C content between 66.3
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and 67.3 %. One strain has a G 4 C content of 63.3 % and differs clearly
from the others by 17 separate characters.

Denitrification was studied quantitatively with cell suspensions of
one the strains. Cells grown anaerobically on NO; reduce NO; to N,
NO; to N,0 and N,, N,O to N,, and NO to N,0 and N,. Nitrous oxide
is produced from NO; but is rapidly reduced to N,. Cells grown anaero-
bically under N,0 reduce NO; to N,, NO; to N,0 and N, N,O to N,

and NO to N0 and N,.

Kev-worps: Paracoccus denifrificans, Soil, Bacterial nutrition; Deni-
trification, Taxonomy.

INTRODUCTION

Paracoccus denilrificans est une espéce dénitrifiante hétérotrophe
facultative qui croit, en aérobiose, aux dépens de H, comme source d’éner-
gie et de CO, comme source de carbone [4, 5, 6]. Elle a été découverte en
1910 et dénommée Micrococcus denilrificans par Beijerinck et von Mink-
man [1]. Les souches qui figurent dans les collections sont peu nombreuses
et elles ont presque toutes été isolées du sol dans le Laboratoire de Micro-
biologie de la « Technische Hogeschool » (Delft, Pays-Bas). Davis et coll. [4]
ont étudié récemment en détails la souche type 381 (ATCC 17741, Tech-
nische Hogeschool, Delft) et la souche 443 dénommée initialement « espéce 5
de Hydrogenomonas » et isolée par A. Manten (Technische Hogeschool,
Delft). Notre travail a porté sur six souches.

MATERIEL ET METHODES

1) Microorganismes.

Les souches 1, 2, 3 et 4 proviennent de la collection de la « Technische Hoges;‘r'

chool » (Delft, Pays-Bas). Elles ont été isolées respectivement par M. W. Beijerinck
en51910, par E. van Olden en 1939, par A. L. Koster en 1952 et par A. Fuchs en
1953.

Nous avons isolé les souches 5 et 6 a partir de terreau par culture d’enrichisse-
ment en milieu minimal [14] contenant 4 g/ de tartrate et de succinate de sodium
respectivement, placé en incubation sous atmospheére de N,0, a 320 C. Elles ont été
déposées & la Collection de I'Institut Pasteur (souche 5, n® CIP 79-75 ; souche 6,
ne CIP 104-75). ' ‘ ‘

2) Tests et essais enzymatiques.

La plupart des tests appliqués au cours de ce travail sont ceux qui ont été
employés par Stanier et coll. [18] lors de leur étude du genre Pseudomonas. La crois-
sance chimio-lithotrophe a été étudiée 4 32° en ballons de 250 ml contenant 10 ml
du milieu de Doudoroff [18], remplis d’'un mélange gazeux contenant 65 9% de
H,, 5 % de GO, 24 9, de N, et 6 %, de O, ou de N,0.
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L’hydrogénase a été recherchée sur des cellules intactes par la technique mano-
métrique de Warburg en présence de bleu de méthyléne comme accepteur d’élec-
trons. Les cultures sont faites en ballons de 31 contenant 11 de milieu (4 g/l d’extrait
de levure) et une atmosphére contenant 50 %, de H, et 50 %, de N,0. Aprés 48 h
d’agitation & 329, les cellules sont récoltées et lavées par centrifugation.

Les autres essais enzymatiques ont déja été décrits [14]. L’étude de la dénitri-
fication par les suspensions cellulaires a été réalisée par chromatographie en phase
gazeuse, sous atmosphére d’hélium, en présence de succinate comme donneur
d’électrons et & 370,

La croissance de la souche 5 a été étudiée en fioles coniques de 1 1 contenant
250 ml de milieu minimal [14], agitées dans un bain-marie & 870. La concentration
du formiate de sodium est de 1 % ; la concentration du méthanol, de I’éthanol
et del’acétate est de 0,5 %, La densité optique est mesurée & 450 nm dans des cuves
gyant un passage lumineux de 10 mm a V’aide d’un spectrophotométre « Jean et

onstant ».

3) Composition en bases de 'ADN.

L’ADN a été extrait des cellules cultivées en milien complexe [11]. La composi-
tion en bases a été calculée [17] a partir de la densité de flottation [12].

RESULTATS

I. — Nutrition carbonée

Les 27 substrats suivants sont utilisés, en aérobiose, comme sources
de carbone et d’énergie par chacune des six souches : D-glucose, D-fructose,
D-ribose, D-mannitol, D-sorbitol, D-arabitol, L-arabitol, glycérol, méthanol,
éthanol, propanol, formiate, acétate, propionate, butyrate, malonate,
succinate, glycolate, L-lactate, D-lactate, pyruvate, sarcosine, «-L-alanine,
g-alanine, asparagine, L-proline et 4-amino-n-butyrate.

Les 63 substrats suivants ne sont utilisés par aucune des six souches :
L-glucose, D-fucose, L-fucose, g-méthyl-D-glucoside, «-méthyl-D-galac-
toside, p-méthyl-D-galactoside, «-méthyl-D-mannoside, salicine, D-saccha-
rate, «-méthyl-D-xyloside, B-méthyl-D-xyloside, D-érythrose, lactose,
cellobiose, mélibiose, arbutine, raffinose, amidon, inuline, méso-érythritol,
2-phényl-éthanol, caprate, oxalate, citrate, DL-isocitrate, tartronate,
g-hydroxy-p-méthylglutarate, I-tartrate, mucate, maléate, {rans-aconitate,
cis-aconitate, ortho-hydroxybenzoate, phtalate, L-mandélate, D-mandélate,
téréphtalate, nicotinate, cinnamate, para-aminobenzoate, phénylacétate,
benzoylformate, naphtaléne, testostérone, dodécane, hexadécane, glycine,
DL-thréonine, DL-méthionine, L-arginine, DL-ornithine, L-citrulline,
histamine, L-tryptophane, D-tryptophane, acétamide, tryptamine, benzy-
lamine, DL-2-amino-n-butyrate, putrescine, spermine, géraniol et poly-
g-hydroxybutyrate (extrait et purifié & partir de Bacillus megaterium).

Les substrats qui sont utilisés seulement par une fraction des souches
figurent dans le tableau I. ‘

Nous avons ajouté 0,05 9, de bicarbonate de sodium aux cultures
sur méthanol afin de réduire la phase de latence [3]. La croissance de-la
souche 5 est représentée sur la figure 1 en coordonnées semi-logarithmiques.
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TaBLEAU. 1. — Substrats utilisés seulement par une fraction des souches.

Substrat

Nombre de souches positives

Souches négatives

D-galactose
L-sorbose
D-mannose
D-glucosamine
e-méthyl-D-glucoside
D-gluconate
D-glucuronate
D-xylose
D-arabinose
L-arabinose
L-rhamnose
Inosine
Maltose
Saccharose
Tréhalose
D-mélézitose
2-céto-D-gluconate
D-dulcitol
Ribitol
Glycérate
1,2-propanediol
2,3-butanediol
1,2-éthanediol
Butanol
Isobutanol
Isobutyrate
Valérate
Isovalérate
Caproate
Pélargonate
Glutarate
Adipate
Pimélate
Subérate
Sébacate
L-malate
D-malate
DL-3-hydroxybutyrate
d-tartrate
méso-tartrate
Azélaidate
a-cétoglutarate
Lévulinate
Fumarate
Itaconate
Mésaconate
Citraconate
Crotonate
Benzoate
para-hydroxybenzoate
méta-hydroxybenzoate
Quinate
Hippurate
Anthranilate
Kynurénate
d-pantothénate
Créatine
Bétaine
a-D-alanine
DL-valine
DL-nor-valine
L-leucine
L-nor-leucine
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TasLEAU 1 (suite)

Substrat Nombre de souches positives Souches négatives

L-isoleucine
DL-sérine
DL-aspartate
L-glutamate
L-lysine
L-histidine
L-phénylalanine
L-tyrosine
Ethanolamine
n-butylamine
n-amylamine
Méthylamine
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Trois expériences distinctes ont été faites avec chaque substrat. Voici
les valeurs des temps de génération moyens a 37° : acétate, 1,48 h ; éthanol,
2,30 h; formiate, 3 h; méthanol, 6,32 h. Rappelons que la souche 5 ne
croit pas sur monométhylamine.

La souche 2 se différencie des cing autres souches par son incapacité
- de croitre aux dépens de 'a-méthyl-D-glucoside, du D-gluconate, du
maltose, du saccharose, du tréhalose, du D-mélézitose et de la créatine,
ainsi que par son aptitude & croitre aux dépens de 'inosine, du butanol,
de I'adipate, du pimélate, du subérate, du sébacate et de I'azélaidate.
En outre elle ne dégrade aucun des composés aromatiques suivants :
para-hydroxybenzoate, méfa-hydroxybenzoate et quinate.
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Fie. 1. — Croissance de la souche § aux dépens de divers aliments carbonés :
(1) méthanol, (2) éthanol, (3) formiate, (1) acétate.
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I1. — Caractéres biochizﬁiques et physiologiques

Les six souches sont prototrophes, croissent en eau peptonée a pH 9
et en bouillon contenant 6 9%, de NaCl. Elles accumulent du poly-g-hydroxy-
butyrate mais n’hydrolysent pas ce composé lorsqu’il est présent dans le
milieu de culture. Elles assimilent NO; et croissent, en anaérobiose, en
présence de NO;, NO; ou N,0. Ces composés sont dénitrifiés avec produc-
tion de gaz. Elles synthétisent la nitrate-réductase A [15] et la nitrite-
réductase respiratoire [13], en anaérobiose et en présence de NO;. Elles
croissent, en anaérobiose, en milieu minimal contenant du formiate et
NO;. Il en résulte une accumulation importante de nitrite. La souche 2
croit faiblement sur formiate, en aérobiose aussi bien qu’en anaérobiose.
Les six souches sont incapables de croitre aux dépens du méthanol, en
anaérobiose et en présence de NO7.

Les six souches donnent une réponse franchement positive au test
a 'oxydase et synthétisent la catalase et un cytochrome de type c. Elles
ne croissent pas a 4°, ne réduisent pas le tétrathionate, ne posseédent pas
I'arginine-dihydrolase constitutive, n’hydrolysent pas la gélatine, 'amidon
et le Tween 80. Les souches 1, 3, 4, 5 et 6 croissent en milieu minéral sous
des atmosphéres contenant H,, O, et CO, ou bien H,, N,O et CO.,.

Seules les souches 2, 5 et 6 croissent & 40°. La nitrate-réductase B [15]
n'est synthétisée que par les souches 1 et 4. L’uréase est présente chez
les souches 5 et 6 ; elle est absente chez les souches 1, 2, 3 et 4. Les souches
5 et 6 réalisent un clivage ortho du catéchol au cours de la dégradation
du benzoate. Les souches 1 et 4 réalisent un clivage ortho du protocaté-
chuate au cours de la dégradation du para-hydroxybenzoate. La souche 3
réalise un clivage ortho du protocatéchuate au cours de la dégradation du
quinate. Le clivage méta des diphénols est absent. Les souches 1, 3, 4, 5
et 6 ont une hydrogénase et la L-phénylalanine-désaminase. La souche 2
ne posséde pas ces deux enzymes.

I1I. — Dénitrification

La dénitrification a été étudiée quantitativement, & 'aide de la chro-
matographie en phase gazeuse [14], avec des suspensions cellulaires non
proliférantes de la souche 5. Les cellules issues de cultures anaérobies
contenant NO;, réduisent NO; en N,, NO; en N,O et N,, N,O en N,,
et NO en N,O et N,. L’oxyde nitreux est également produit & partir de
NO; mais il est rapidement réduit en N, Les cellules issues- de cultures
anaérobies sous N,O réduisent NO; en N, NOj en N,O et N, N,O en
N,, et NO en N,O et N,. L’activité oxyde nitreux-réductase des deux sus-
pensions est élevée.

IV. — Génotype

Les teneurs en guanine + cytosine de ’ADN, exprimées en pour-cent
des bhases totales, ont les valeurs suivantes : souche 1 = 66,3 ; 2 = 63,3 ;
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3=1673; 4=066,3; b =067; 6 =67. La moyenne de ces six valeurs
est de 66,2 4- 1,5. Par contre la moyenne est de 66,8 4+ 0,45 si I'on écarte
la valeur exceptionnellement faible du G 4 C 9% de la souche 2.

DISCUSSION

Les deux souches de P. denitrificans étudiées par Davis et coll. [4]
sont capables de croitre, en aérobiose, aux dépens de H, comme source
d’énergie et de GO, comme source de carbone. Dans ces conditions le cycle
de Calvin intervient dans la biosynthése des constituants cellulaires [9].
Seule la souche 2, qui n’a pas d’hydrogénase, se montre incapable de croitre
dans les conditions chimiolithotropnes.

Les cultures d’enrichissement réalisées par Koster [8, 19] avaient
été faites en milieu minéral contenant KNO,, ensemencé avec de la terre
de jardin, placé sous une atmosphere contenant 15 9%, de CO, et 85 9%, de
H, et mis en incubation 4 32°. Bien qu’'une réduction importante de la
pression du gaz s’établisse rapidement, aucune croissance ne se produit
aprés repiquage dans un milieu neuf. Celle-ci devient cependant possible
sil’on ajoute de I'extrait de levure. Selon Verhoeven et coll. [19] on pourrait
se trouver en présence d'un cas de chimio-métatrophie : I’énergie provient
d’une conversion minérale, tandis que des facteurs de croissance sont indis-
pensables a la prolifération de I’organisme [10]. Mais il parait peu probable
qu'une bactérie, prototrophe dans les conditions de vie chimio-organotro-
phes, devienne auxotrophe dans les conditions de vie chimio-lithotrophes.
Bovell [2] a émis I'hypothése suivant laquelle P. denitrificans serait incapa-
ble de croitre dans les conditions chimio-lithotrophes aux dépens de H,
comme source d’énergie et de NO; comme oxydant, en raison de I'inac-
tivation de I’hydrogénase provoquée par le nitrite qui s’accumule dans le
milieu. En allégeant cette inhibition, I'extrait de levure permettrait la
croissance. L’hypothese ci-dessus est confirmée par le fait que les souches
pourvues d’une hydrogénase croissent en milieu minéral aux dépens de
H, comme source d’énergie et de N,O comme substrat respiratoire.

P. denitrificans est une bactérie méthylotrophe facultative qui croit
aux dépens du méthanol en aérobiose et du formiate en aérobiose ou en
anaérobiose. Beaucoup de microorganismes capables d’assimiler les compo-
sés comportant un seul atome de carbone ont été isolés ces derniéres années
[7, 16]. Verhoeven et coll. [19] avaient déja découvert I'utilisation du for-
miate comme donneur d’électrons dans la dénitrification chez P. deniiri-
ficans. Cox et Quayle [3] avaient déja signalé la croissance aérobie aux
dépens du méthanol, du formiate et de la monométhylamine.

On notera que les six souches examinées se différencient de la souche
type 381 [5] par leur aptitude & utiliser le D-ribose et la g-alanine.

La teneur en G + C de ’ADN est comprise entre 66,3 et 67,3 9, chez
cinq des six souches. Par contre, elle est nettement plus faible chez la
souche 2 qui se difiérencie des autres par 17 caractéres distincts et qui
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pourrait é&tre éventuellement considérée comme une espéce différente.
Le présent travail confirme et compléte les observations du groupe
de Berkeley [4, 5, 6].

RESUME

Quatre des six souches étudiées proviennent d’une collection ; les deux
autres ont été isolées du sol par culture d’enrichissement. Le métabolisme
de Paracoccus denifrificans est respiratoire ; le nitrate, le nitrite, I'oxyde
nitreux et I'oxygéne sont utilisés comme accepteurs d’électrons. L’orga-
nisme donne une réaction positive au test 4 I'oxydase et posséde un cyto-
chrome c et une catalase. Il n’exige aucun facteur de croissance. En aéro-
biose, les six souches utilisent les 27 composés suivants comme sources
de carbone et d’'énergie : D-glucose, D-fructose, D-ribose, D-mannitol,
D-sorbitol, D-arabitol, L-arabitol, glycérol, méthanol, éthanol, n-propanol,
formiate, acétate, propionate, butyrate, malonate, succinate, glycolate,
L-lactate, D-lactate, pyruvate, sarcosine, o-L-alanine, B-alanine, aspara-
gine, L-proline et y-aminobutyrate.

Cinqg des six souches sont capables de croitre en milieu minéral sous
une atmosphére contenant H,, N,O (ou O;) et CO,. Elles sont par consé-
quent chimio-organotrophes, méthylotrophes et chimio-lithotrophes. Elles
synthétisent du poly-g-hydroxybutyrate et n’hydrolysent pas la gélatine
ni le Tween 80. Le nitrate est utilisé comme source d’azote. La nitrate-
réductase A et la nitrite-réductase respiratoire sont présentes. L’amylase,
la tétrathionate-réductase et I’arginine-dihydrolase constitutive sont
absentes. Cing des six souches posseédent ’hydrogénase et la L-phénylala-
nine-désaminase. La dégradation des composés aromatiques s’effectue
par un clivage oriho du catéchol ou du protocatéchuate.

L’ADN de cing des six souches a une teneur en G + C comprise entre
66,3 et 67,3 9%. Une souche a4 une teneur en G + C de 63,3 9, et differe
nettement des autres par 17 caracteres distincts.

Mots-cLES : Paracoccus denifrificans, Sol, Nutrition bactérienne,
Dénitrification, Taxonomie.
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