CONTRIBUTION A L’ETUDE DES MICROORGANISMES MARINS
ANAEROBIES STRICTS

IV. — Les bactéries sulfato-réductrices du fond de la Mer noire
au niveau de la cote dobrogéenne

par Mircea ZARMA

La principale caractéristique de Ja Mer noire est constituée par 'existence de deux zones :
la premiére oxygénée, allant jusqu’a la profondeur approximative de 200 m et 'autre avec de
’hydrogene sulfuré, située au-dessous de 200 m.

Nous sommes, aujourd’hui, en mesure d’affirmer avec certitude que ’hydrogeéne sulfuré
est engendré dans les mers par des microorganismes. Malgré importance présentée par ceux-ci,
les données sur la morpho-physiologie et la taxonomie des microorganismes de la Mer noire qui
produisent ’hydrogéne sulfuré par réduction des sulfates en anaérobiose sont presque
inexistantes.

Par conséquent, nous nous sommes proposé d’effectuer des recherches concernant ce
probléme, dont les résultats font 'objet de la présente communication.

Historique.

BrrjerINCK (1895) décrivait le Spirilium desulfuricans (3), isolé de 'eau douce et émettait
Phypothése que ’hydrogene sulfuré de la Mer noire est probablement produit par une bactérie
ressemblante. MiGuLa (cité par SENEz [31]) lui donne le nom de Microspira desulfuricans. VAN
DELDEN (1904) (11), décrivait la Mzcro;pzra aestuari isolée de la mer. Dans une communication
(20) de 1924 et dans une autre suivante (18) IssaTcHENKO a identifié les bactéries sulfato-réduc-
trices de la Mer noire, qu’il attribuait, avec réserve, a Pespece Microspira aestuari, sans les étudier
en détail dans des cultures pures. BERTEL (1935) (4) a signalé dans la Méditerranée des bactéries
sulfato-réductrices. Boutkevircu (1938) (7) dans la Mer d’Azov et Korp (1948) (21) dans la
Mer noire ont mis en évidence des sulfato-réducteurs sans en mentionner toutefois les especes.
Quelques travaux soviétiques plus récents (24-28) se sont occupés seulement du processus de
la réduction des sulfates dans la Mer noire, sans étudier la morpho-physiologie et la taxonomie
des bactéries respectives, 4 ’exception des travaux de STOURM (36-37) qui décrit une nouvelle
bactérie sulfato-réductrice, facultative anaérobie.

Nous citons encore quelques données sur la taxonomie générale des réducteurs de sul-
fates intéressant nos recherches.

Evrion (1924) (13) décrivait le ibrio thermodesulfuricans. Suivant Iopinion de GaHL et
ANDERSON (1928) (14), les trois sulfato-réducteurs représentent des variétés de la méme espéce,
ce que démontrera expérimentalement BAars (1931) (cité par SENEZ [32]). BAARS avait consi-
déré comme étant d’importance taxonomique les donnateurs d’ hydrogene et avait décrit le
Vibrio rubentschiki, qui utilise les acides butyriques, propioniques et acétiques et sa variété
anomalus, utilisant pas lacide acétique. KLuyvER et VAN NIEL (1936) (cités par SENEZ [32])
ont donné aux sulfato-réducteurs le nom générique de Desulfovibrio. ZoBELL (1943) (cité par
SENEZ [32]) décrivait la forme dulcicole Sporovibrio hydrocarbonoclasticus et la forme marine
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Sporovibrio halohydrocarbonoclasticus ayant la capacité de scinder les hydrocarbures a longues
chaines; CampBELL et FraANCK (1957) (9) ont démontré que la dénomination générique de
Sporovibrio des sulfato-réducteurs, proposée par STARKEY (1938) (35) doit étre abandonnée, et
contrairement aux données de GAHL et ANDERSON (14), de BaARrs (cité par SENEZ [32] et de
STARKEY (35), Sporovibrio thermodesulfuricans n’est pas une variété thermophile de lespéce
Desulfovibrio desulfuricans, mais identique a Clostridium nigrificans WERKMAN et WEAVER (1927).
Il est le seul sulfato-réducteur sporulé. Apams et PostGATE (1959 [1]) décrivent le Deswul-
Jovibrio orientis. D’autres sulfato-réducteurs dont les caractéres different de la forme commune
ont été isolés, sans recevoir de noms, par STEPHENSON et STICKLAND (cités par STARKEY [35]),
par BUNKER (cité par ButLiN [8]) et par HAMADA MiNoORuU (cité par PREVOT [29]).

La taxonomie du genre Desulfovibrio est riche en confusions et en contradictions, comme
le remarque BurLix (8). Nous constatons, avec PrEvVOT (29), que le vibrion isolé en 1924 par
IssatcueNko de la Mer noire est insuffisamment décrit pour pouvoir étre comparé et identifié
a 'une des espéces connues actuellement.

Méthode.

Afin d’obtenir des cultures d’enrichissement, on a employé le milieu de Taouson (cité
par KRriss et ROUKINA [23]), qui s’est montré supérieur au milieu de Van Delden et de Starkey.
Ce milieu possede la composition suivante, modifiée par nous :

Eau des conduites ...............iiiiiiiiiiiin... 1000 ml
(NH oSO, e 4 g
MgSO, 1 g

NaCl oo 100 g
Lactate de calcium ......................ooil 5 g
KGHPO, o 0,5 &

Sel de Mohr .......... ... ... quelques cristaux
pH = 7.8.

Le milieu présente un précipité qui ne suscite pas de grandes difficultés a I’observation
et aux repiquages des colonies isolées. La stérilisation préalable des sels de fer, selon BurLin
(8), ainsi que les autres méthodes mentionnées dans la littérature pour obtenir des milieux
clairs, se sont avérées sans valeur.

Le noircissement des sédiments et 'odeur d’hydrogéne sulfuré nous ont indiqué le
développement des réducteurs des sulfates dans le milieu liquide, cependant que 'apparition
~des colonies en forme de petits points noirs les indiquaient dans le milieu gélosé 5 %, réparti
dans les tubes de Weinberg.

Nous n’avons pas obtenu, jusqu’a présent, par le procédé des tubes de Weinberg, les
sulfato-réducteurs thermophiles en cultures pures.

Ce milieu liquide a été employé dans nos expériences préliminaires en variant les différents
ingrédients, dans le but d’établir les premiers échelons des recherches que nous effectuerons
ultérieurement sur les sulfato-réducteurs de la Mer noire.

Pour I’identification des sulfato-réducteurs, nous avons eu recours aux données biblio-
graphiques citées dans notre historique et aux déterminateurs existants (5, 22, 30).

Expériences et résultats.
Les expériences que nous avons effectuées et le résultat sont représentés par les tableaux 1 et 2.

Conclusions.

1°9) Quelle que soit la provenance des échantillons, les bactéries du genre Desulfovibrio
sont présentes sur le fond de la plateforme continentale de la Mer noire.
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29) Grace a leur développement dans des conditions optimum, a la concentration de
NaCl de o - 10 9,0 (*), nous considérons que les sulfato-réducteurs de la Mer noire sont repré-
sentés par Desulfovibrio desulfuricans (BEIJERINCK, 1895), (KLUYVER et VAN NIEL, 1930), contrai-
rement 4 ISSATCHENKO (20) qui pensait les identifier a Desulfovibrio aestuari (VAN DELDEN,
1904 ; ZOBELL, 1948). Mais il ne s’agit pas d’un Desulfovibrio desulfuricans typique, parce que nos
bactéries ont engendré des cultures dépassant la concentration de NaCl 25 %o, considérée
comme maximale pour Desulfovibrio desulfuricans (14), et la méme concentration de 6o %o,
considérée maximale pour Desulfovibrio aestnari (19). Il y a peu de probabilité pour que les deux
bactéries, ayant des exigences différentes pour la salinité, puissent cohabiter dans les conditions
habituelles de la salinité de la Mer noire. L’absence des cultures lorsque le chlorure de sodium
manque dans quelques cas (tabl. 1, échantillon n® 4) ne s’est plus produite 2 des répétitions
(tabl. 2). II reste 4 démontrer, par une série de souches isolées en cultures pures, si le Desulfo-
vibrio aestuari est réellement absent dans la Mer noire.

39) La possibilité d’utiliser I’acétate, le butyrate et le propionate comme donnateurs
d’hydrogene dans la plupart des tubes, indique la présence du Des#lfovibrio rubentschiki (BaArs,
1938; ZOBELL, 1948) dans la Mer noire. Nous signalons donc pour la premiére fois la présence
de cette espéce dans les mers, respectivement dans la Mer noire, en confirmant les suppositions
de SENEZ (31). Nos résultats ont été confirmés par des expériences effectuées sur les trois donna-
teurs d’hydrogéne mentionnés avec une souche pure, isolée 4 partir de I’échantillon n° 9.

La réduction du sulfate par un des échantillons seulement aux dépens du lactate, prouve
que Desulfovibrio rubentschiki n’est pas le seul sulfato-réducteur dans la Mer noire, confirmant
nos conclusions mentionnées ci-dessus au 20).

4°) La réduction des sulfates obtenue a4 56°C, nous a permis de conclure que le Clostri-
dium nigrificans WERKMAN et WEAVER est présent sur le fond de la Mer noire. Nous signalons donc,
aussi pour la premicre fois, la présence de cette bactérie dans les mers, respectivement dans la
Mer noire. En méme temps, elle représente la premiere bactérie thermophile mise en évidence
dans la Mer noire. C’est pour la quatriéme fois que des thermophiles sont signalées dans les
mers [EGorova, 1938 (12), BARTHOLOMEW et RITTENBERG, 1949 (2), Mc. BEE et coll., 1956
(25-26)].

59) Les bactéries sulfato-réductrices manifestent une longévité qui dépasse 2 ans 1/2
dans des échantillons de vase marine, désséchés. PREvOT (29) et STARKEY (35) se sont aussi
prononcés en faveur de la longévité des sulfato-réducteurs.

Importance. Nous constatons que les études des bactéries qui réduisent les sulfates dans
la Mer noire, doivent étre continuées, vu 'importance des probléemes qu’elles soulévent. Elles
sont responsables, dans une grande mesure, de la production de ’hydrogéne sulfuré dans cette
mer. Les données de la littérature attribuent aux sulfato-réducteurs des propriétés physiolo-
giques polyvalentes, ayant une grande importance pratique: la possibilité d’engendrer les
dépots de sulfure de fer (17) et de pétrole (16, 29), au cours des périodes géologiques de la
terre, la propriété de produire la corrosion du fer immergé dans I’eau (6, 27), de solubiliser les
combinaisons du fer et du manganeése en abaissant le pH (39) (p. 59) et de rendre possible, de
cette maniere, le développement des ferobactéries, la possibilité de se nourrir aussi autotro-
phiquement (?) récemment démontrée (8, 10, 33, 34) et la capacité de fixer 1’azote moléculaire
(15), que nous avons déja mentionnée (38).

(1) Selon GaHL et ANDERSON (14), Desulfovibrio desulfuricans nécessite NaCl o-15 ©/oo et tolere des
concentrations de 0-25 /o0, tandis que la concentration de NaCl de 5 9/o0 teptrésente la limite inférieure nécessaire
4 Desulfovibrio aestuari (VAN DELDEN (1904), ZOBELL (1948). L’optimum pout cette bactérie est la concentration
de 10-30 9/go NaCl. Selon IssATCHENKO (19), la premiére bactérie donne cultures 2 une concentration de NaCl
de 0-20 9/g0, la seconde 4 15-60 ©/go.

(2) Burnix (K.R.), Apams (M.F.). — Autotrophic growth of sulfatereducing bacteria. — Nature, 160,
154, London, 194.

SisLer (F.D.), ZoBELL (C.E.), 1951. — Hydrogen utilisation by some martine sulfatereducing bacteria. —
J. Bact, 62, 117, Baltimore.

Centre des recherches biologiques de I’ Académie de la Républigne Populaire Roumaine.
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en chlorure de sodium dans le milien de culture et selon la période de la récolte des échantillons du fond
de la Mer noire. (Les échantillons proviennent de différents lienx ; nous avons ensemencé 1 cc d’nune
dilution 1110 dans le milien de culture réparti dans des tubes a hemolyse, remplis anx 3 14).

[ \
No de I’échantillon I i z |3 4 5 ‘ 6 lt 7 E 8 9 10
Est de Cons-
Sulina Agigea Est de Mangalia tantza
L Latitude : 43° 49’ 44030’
Station d’origine ) . :
Baie | Baie j100 m] pres .
nord | sud | dela | dela Longitude
cote | cote
w 30028’ 50“18’5”i 29051’629024’ 290171’ 30046’
| | I
Profondeur d’eau (en m) I 0,2 15 | 05 220 | 1o | 74 | 64 LSS 90
| i ' |
ple | vase I conct.
Nature de I’échantillon sa eX sablo-| vase | sable vasc fero -
VasCuX| neuse | mangan.
Date de récolte 6.V1.1959 13.VIIL.1958 | 30.1X.1956 20.1X
l 1958
|
Date de ’ensemencement I1.VI.I9§9
| ]
| ° 3 2 s L9 4 3 4 7 4
10 3 0 2z 7 3 | 2 9 5 3
Lactate i
w 20 | 0 3 2 -7 4 | 11 4
é‘, de calcium T
8‘ % 30 _g 3 2 11 4 | 4
B |30° Slao 5] 3 3 7 7 | 4
A 5 -
5} a, e
< S Acétate — i
o0 de sodium | °la
) S - S S|4 3 7 | 1 7 11 7 7
o |— S I i
R . <
g £ Propionate < =
g o de sodium o o | & 4 3 9 11 11 11 12 12
el H —— 1 9 =] N
9 | e 2 |
5 g Butyrate s 2 ‘ . ’ i .
P =i de sodium = o | 2 7 7 11 7 7 11 11
o QO - 8 2
8 g 8
Ei ) o | ™ 2 2 7 9
< < ¢
3 — 2
Q. 0 | ¢
g Lactate 3]
H 20 |4
56° de calcium
30
40
TABLEAU 1. — Comportement des bactéries sulfato-réductrices selon la température, la concentration
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en chlorure de sodinm dans le milien de culture et selon la période de la récolte des échantillons du
fond de la Mer noire. (Les échantillons proviennent de différents lienx, nouns avons ensemencé direc-
tement de la vase conservée par dessication en quantités approximativement égales.)

Ne de I’échantillon I 2 3 4 5 l 6 l 7 8 ‘ 9 10 I1
Sulina Agigea Est de Mangalia “Est de Constantza
Latitude : 43°49’ i 44°30’ i 44°10°
Station d’origine a -
Baie Baie | 100 m | pres :
nord sud dela de la Longitude
cote cote
30028’ |30°01 8’5”! 299517 | 29924’ | 29°11° | 30046 | 28947
o
Profondeur d’eau (en m) I 0,2 15 0,5 220 110 1‘ 74 ’ 64 55 90 28
] S
) sable vase conct.
Nature de Péchantillon sablo- | vase sable vase fero- vase
vasenx
neuse mang.
Date de récolte 6.V1.1959 13.VIIL.IQ59 30.1X.1956 29.IX. | VL1959
1958
Date de I’ensemencement 30.VI.1959
|
o 4 3 4 3 3 7 7 7 3 4
., 4 2 4 4 4 5 7 7 5 3
%) 30° 20 :E 4 2 10 3 5 7 7 9 5 3
s
\§ ;"j 30 | 5 3 10 3 5 3
%0 S . o g 10 10
g 5 |8 g 3 7 5 3
L oS = 50 8: 4 7 11 5 4
=) S0 |0 S
o) |STeige] S
e <] Z | 6o | = 10 9 4 4 7 5
8 58 o
r TE |8 g
E é—‘% o 70 3 12 4 10 7 5
e " 8 ]
—l B |52 i =
2 g | & 2
5 5 )
= 8 8 o 8 2 2 2 2 5 2
3 a 8 ©
‘El‘ 560 ©l 10| 2 3 2 2 2 2
) 3 —g
F 20 | § 3 3 3 2
Z
30 3 2
40 2
TABLEAU 2. — Comportement des bactéries sulfato-réducirices selon la température, la concentration
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