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La symbiose certainement la mieux connue associe des bactéries du 

genre Rkizabiwn à des plantes de la famille des Légumineuses. Cette 

symbiose débute par une multiplication active des R&zabhm à proximi- 

té des radicelles de Légumineuse. Grâce à leur propriété d'infectivité, 

les Rhizobium pénètrent par les poils racinaires et induisent la for- 

mation de nodosités. Ces bactéries s'y transforment alors en bactérol- 

des et acquièrent ainsi leurs propriétés d'efficience. Ces derniers, 

grâce au complexe enzymatique de la nitrogénase, réduisent l'azote 

atmosphérique en ions ammonium. 

Les cultures de Légumineusesprésentent de nombreux intérêts. 

Elles peuvent se révéler utiles pour-la eîJuveztuseiet,lKensichissement 

des sols. Utilisées comme fourrage, elles servent de nourriture pour 

bétail (production de viande). Enfin, elles peuvent être directement 

utilisées en alimentation humaine (Pois, Haricot ou Soja). 

La présence de souches infectives et fortement efficiences de 

Rhizo biwn est un facteur primordial qui influence beaucoup 1 'étahlis- 

sement de ces cultures et l'obtention de récoltes de bonne qualité. 

HALE (46) souligne que les souches naturellement présentes dans les 

sols, bien que plus aptes à former des nodules, possèdent un niveau 

d'efficience relativement peu élevé. C'est pourquoi de nombreux au- 

teurs recommandent la pratique de l'inoculation artificielle (21 et 

46). Parmi les souches indigènes un certain nombre de caractères dont 

l'infectivité, l'efficience, la compétitivité et la tolérance aux 

facteurs chimiques, physiques et biologiquesdu sol sont sélectionnés. 

De telles souches constituent alors la source d'inoculats qui offrent 

les meilleures chances de réussite lors d'une réintroduction massive 

au milieu d'origine par inoculation artificielle. 



Les conditions de succès d'une inoculation se situent à trois ni- 

veaux ( 4 6 )  : 

- qualité de l'inoculum et survie du Rkizobh lors de son 
stockage ; 

- survie de Rkzobim sur la graine avant l'ensemencement ; 
- survie et multiplication sur ou à proximité de la graine avant 

la nodulation. 

Un standard minimum, variant suivant l'espèce de Légumineuse, mais 
5 rarement inférieur à 10 Rkizobium par graine au moment de l'ensemen- 

cement, est généralement retenu. 

Dans certaines régions, le bénéfice de l'inoculation artificielle 

est perdu dans 1' année même (64 ) . 

Une bonne survie de R&zobh lors des différentes étapes de l'i- 

noculation et une multiplication sur ou à proximité de la graine sont 

donc très souhaitables. Parmi les facteurs physiques et chimiques, la 

dessiccation et la salinité affectent particulièrement la survie et 

la multiplication de R k i z o b ~  au cours de ces étapes. 

Toute étude portant sur l'influence de l'humidité relative, ex- 

primée en terme d'activité de l'eau, semble donc intéressante à mener, 

d'une part pour apprécier la survie, et d'autre part pour vérifier que 

les propriétés originelles de la souche sont intégralement préservées. 

Dans les différents habitats naturels, non seulement la quantité 

d'eau varie, mais aussi sa disponibilité exprimée en terme d'activité 

de l'eau. Les deux phénomènes sont par ailleurs plus ou moins liés. 

Or la prolifération des microorganismes nécessite la présence d'eau 

libre; Il semblait donc intéressant d'envisager l'influence de l'ac- 

tivité de l'eau sur la croissance de Rhizobium, compte tenu du fait que 

la multiplication de ce microorganisme est souvent souhaitable au 

cours des différentes étapes de l'inoculation. 



G E N E R A L I T E S  



1 ,  - NOTIONS SUR L'ACTIVITÉ DE L'EAU, L'HUMIDITÉ RELATIVE 

ET LE POTENTIEL CHIMIQUE DE L'EAU 

A. - STRUCTURE DE L ' EAU 

A l'état de vapeur, la molécule d'eau est un monomère. 

A l'état solide, les molécules d'eau sont liées entre elles par 

des liaisons hydrogène. Elles constituent alors un polymère de struc- 

ture cristalline. 

Par la nature polaire de sa molécule, l'eau présente des aptitudes 

à se lier sous forme d'hydrate avec des ions ou par des ponts hydrogè- 

nes avec des substances dissoutes (sucre, sels, ...) ainsi qu'avec les 
macromolécules comme les protéines. 

Les liaisons hydrophiles diminuent donc le nombre de molécules 

d'eau libre, ainsi que certaines liaisons hydrophobes (les molécules 

d'eau s'organisant autour d'un groupement non polaire). 

B. - DEFINITIONS : CHEFTEL e t  CHEFTEL (30), LONCIN (61)  ET BIZOT 

ET MULTON (19) 

1 - L ' a c t i v i t é  de l ' e a u  

L'activité de l'eau (aw pour activity water) est définie de 

la manière suivante : 

où fw : fugacité de l'eau dans le milieu 

f' (TI : fugacité de l'eau pure à la température T et à la 

pression totale p 



Dans le domaine des faibles pressions de vapeur d'eau qui 

nous concerne ici, les fugacités s'identifient aux pressions partielles 

de vapeur d'eau, et (1) devient : 

où p : pression partielle de vapeur d'eau d'une solution, 

d'un échantillon, .... 
: pression de vapeur d'eau pure à la même température 

Selon la loi de Raoult : 

où X est la fraction molaire de solvant liquide dans la 

solution : 

Nombre de moles d'eau 
a,=X= Nombre de moles d'eau + nombre 

de moles de soluté 

Exemples : - pour l'eau pure ........... a, = 1 

- pour une solution molaire 
de saccharose ............. a, = 0,98 

Mais cette relation ne s'applique (ainsi que la loi de 

Raoult) qu'à des solutions idéales à l'équilibre. 

2 - L 'humid i té  r e l a t i v e  : H.R. 

Elle est définie comme étant le rapport du titre molaire X 

(ou de la pression ?) de la vapeur d'eau dans l'air, au titre molaire 

X' (ou à la pression saturante 2') de l'air saturé à la même tempéra- 

ture : 

sous réserve que X reste inférieur à X', ce qui exclut le 

cas des brouillards. 



Le terme dlH.R.E. (Humidité Relative dlEquilibre) est souvent 

employé pour rappeler qu'il s'agit de l'état d'équilibre du système 

(61). 

Bien que mesurés sur deux échelles analogues (O à 100 % pour 

1'H.R.E. et O à 1 pour l'aw), ces deux paramètres n'ont pas la même 

signification physique : 1'H.R.E. est relative à la phase gazeuse, 

cependant que l'a, se réfère à la phase condensée de l'eau adsorbée et 

à la variation de potentiel chimique qu'elle a subie. Cependant, en 

supposant que la vapeur d'eau soit un gaz parfait, on admet que l'a, 

dans un produit solide ou dans une solution s'identifie à 1'H.R. de 

l'atmosphère, en équilibre avec la phase condensée, à la température 

considérée, avec une erreur inférieure à 0,2 % : 

H.R.E. % aw = 
100 

3 - Po ten t ie l  chimique de 1  'eau 

L'activité de l'eau est un paramètre thermodynamique qui se 

définit par rapport au potentiel chimique de l'eau : 

où P',(~,T) : potentiel chimique de l'eau pure liquide à la 

température T et à la pression totale (état 

de référence) 

P,(~,T) : potentiel chimique de l'eau dans le milieu étu- 

dié à la même température et à la même pression 

totale 

: constante des gaz parfaits 

: température absolue ("KI 



4 - Isothermes de so rp t ion  e t  phénomène d 'hys té rés is  

Une isotherme d'adsorption (ou de désorstion) est la courbe 

qui indique, à l'équilibre et pour une température déterminée, la 

quantité d'eau retenue par un échantillon en fonction de l'humidité 

relative qui l'entoure. 

Selon que l'on part d'un échantillon sec ou d'un échantillon 

humide, on obtient une courbe d'adsorption ou de désorption. 

Pour une température donnée, l'isotherme de désorption n'est 

pas superposable à l'isotherme d'adsorption. Ce phénomène est appelé 

hystérésis et se manifeste dans les régions intermédiaires des iso- 

thermes où l'eau ne serait que faiblement liée. 

1 1 , - TOLÉRANCE DES MICROORGANISMES A LA D~SHYDRATATION 

A. - QUELQUES FACTEURS INHERENTS A LA BACTERIE POUVANT INTERVENIR 

DANS LA TOLERANCE A LA DESSICCATION 

1 - Production de polysaccharides e x t r a c e l l u l a i r e s  

Les bactéries qui synthétisent des polysaccharides extracel- 

lulaires possèderaient, d'après WILKINSON (104) et SUTHERLAND ( 9 2 ) ,  un 

certain nombre d'avantages écologiques. Parmi ces avantages nous pou- 

vons citer une protection envers la phagocytose, une absorption plus 

aisée des ions par la bactérie et une dispersion plus grande donc une 

colonisation plus importante des bactéries. Les polysaccharides extra- 

cellulaires pourraient également, si le besoin s'en fait sentir, ser- 

vir de sources de carbone et d'énergie. 

Enfin, les polysaccharides extracellulaires et plus particu- 

lièrement les polysaccharides capsulaires agiraient en tant que 
11 système tampon" prévenant la perte ou le gain en eau trop rapide qui 

causerait la destruction des cellules (104). 



KILBERTUS et coll. (56) analysent in ~ a ü ,  en microscopie 

électronique à transmission, les transformations subies par les micro- 

organismes du sol, en particulier les bactéries à gram négatif, après 

dessiccationà l'air ambiant (H.R. = 50 2 ) .  Ces auteurs confirment le 

rôle protecteur des exopolysaccharides renforcé par la présence à 

leurs surfaces de minéraux argileux. 

VINCENT et coll. (97) ainsi que BUSHBY et MARSHALL (25a) 

attribuent un rôle secondaire à la production d'exopolysaccharides. 

Les souches de R. ~ ~ u L L L  testées et leurs m~tants~incapables de pro- 

duire des polysaccharides, présentent cependant une différence de to- 

lérance à la dessiccation ;les souches produisant le polymère seraient 

légèrement plus tolérantes. 

PENA-CABRIALES et ALEXANDER (76) remarquent que des cellules 

de R. I t r t i~a&Ü suspendues dans leurs propres polysaccharides puis ino- 

culées dans un sol soumis à dessiccation survivent mieux que les nêrnes 

cellules dépourvues du polymère qu'elles ont synthétisé. 

Par contre, DAVIDSON et REUSZEX (39) constatent que l'addi- 

tion de polysaccharides de R. M d a L ü  à des cellules de R. japcnicwn 

n'augmente pas la survie de ces dernières sur des graines de soja pen- 

dant le "ressuyage". 

OSA-AFIANA et ALEXANDER (75) soutiennent la thèse d'une 

corrélation étroite entre la production d'exopolysaccharides et la 

sensibilité à la dessiccationparmi différentes souches de Rh izcb , t h  

du groupe "cowpea". Les polysaccharides seraient synthétisés aux 

dépens de réserves intracellulaires qui feraient cruellement défaut 

pendant le stress de déshydratation. Cependant, lors de ces travaux, 

les mécanismes d'inoculation (avec ou sans la quantité d'exopolysaccha- 

rides caractéristiques des souches) n'étant pas clairement précisés, . 
ces résultats ne sont pas nécessairement en contradiction avec les 

travaux précédents. 



2 - Formation de microcolonies 

FRASER (42) constate des taux de survie supérieurs lors de 

la conservation quand R. r n a u % i  est cultivé directement sur le sup- 

port (granules de pierre ponce ou de CaS04 1/2H 0) plutôt qu'en milieu 2 
liquide puis inoculé sur les granules. De même, un certain nombre d'au- 

teurs préconisent une prémultiplication de R ~ z a b h  dans les supports 

composés de tourbe . PENA-CABRIALES et ALEXANDER (76) observent qu'une 

croissance préalable dans le sol de Rkizobium (3 semaines à 2 9 ' ~ )  dé- 

termine une tolérance plus élevée à la déshydratation. 

Ce type de tolérance pourrait être en relation avec la for- 

mation de microcolonies. Les cellules situées à l'intérieur de la 

microcolonie seraient protégées de la dessiccationde manière plus ef- 

ficace que les cellules en périphérie ou les cellules isolées. Dans le 

cas des cellules inoculées dans le sol et soumises immédiatement à la 

déshydratation, ce mécanisme serait inexistant. 

Par opposition SOULIDE et ALISON (86) rapportent que le sé- 

chage à l'air d'un sol est plus léthal envers la microflore tellurique 

quand le sol a été incubé auparavant, ce qui permet le développement 

de cellules végétatives jeunes. Ce dernier point ne remet cependant 

pas en cause le mécanisme de protection sous forme de microcolonie qui 

dépend en effet de la durée d'incubation. De nombreux auteurs dont DYE 

(41 )  soulignent, d'autre part, que des cellules mortes peuvent avoir 

un effet protecteur notable sur les cellules survivantes. 

Les travaux de ces différents auteurs mettent l'accent sur 

l'influence de l'âge physiologique du microorganisme sur la sensibili- 

té à la dessiccation. 



3 - Age physiologique 

RECORD et coll. (79) montrent qu'E. cofi serait plus sensi- 

ble au séchage sous vide lorsque les cellules sont prélevées en phase 

logarithmique de croissance. ANTHEUNISSE et ARKESTEIJN-DIJKSMAii (5) 

observent, après déshydratation et conservation, une meilleure toléran- 

ce des cellules prélevées en phase stationnaire de croissance. 

Récemment, ZIKMANIS et coll. (110) établissent une relation 

inverse entre le degré d'insaturation des acides gras, qui Oépend de 

l'état physiologique, et la survie de Sacchomycec, cmev&iae à la 

dessiccation. 

AMARGER et coll. (1) soutiennent la thèse d'une meilleure 

conservation de R. rnel5Lot.i quand la lyophilisation est pratiquée sur 

des cellules prélevées en début de phase stationnaire. 

Par contre VINCENT et coll. (97) ne constatent que peu ou 

pas de différence entre une culture en milieu liquide de un jour et 

quatre jours sur la capacité des cellules de R. ~ ~ o f i  à supporter 

la dessiccation. La survie de R ~ z o b ~  après lyophilisation n'est 

affectée ni par la concentration cellulaire initiale ni par l'âge 

physiologique (41). 

Notons cependant que de nombreux auteurs (6, 31, 38, 75 et 

76) utilisent généralement des cultures prélevées en phase stationnai- 

re de croissance lors de leurs essais de conservation de RhLzobhm. 

ün certain nombre d'auteurs (64, 25a et b, 54 et 41), tra- 

vaillant sur la survie de R k i z o b b n  2 la dessiccation, cultivent les 

cellules sur "tranches d'agar''. Ce mode opératoire rend mal aisée 

l'interprétation de l'âge physiologique. En tout état de cause, il 

faut bien admettre que l'influence de l'âge physiologique sur la tolé- 

rance à la dessiccation demeure une donnée expérimentale de laboratoire 

et peut difficilement s'appliquer sur le terr'ain. 



4 - Tolérance à la dessiccation de Rkizobhn suivant le 
groupe d'inoculation 

MARSHALL (64) et BUSHBY et MARSHALL (25a)dGmoctrent que les 

RhLzo6.iwn à croissance raoide ( r n U o L L  et legumino~artum) sont plus 

sensibles à la dessiccation rapide et sévère (inférieure à 5 % H.R. 

en douze heures) en sol sabloneux que les souches à croissance lente. 

De tels résultats ne sont pas confirmés lorsque la déshydra- 

tation est menée de manière plus lente (en onze jours). Cependant, 

Rfizob.ium p b ~ ~ f i  présenterait la plus grande sensibilité (76). 

JANSEN VAN RENSBURG et STRIJDOM (54) constatent que les sou- 

ches à croissance rapide survivent mieux que les souches à croissance 

lente lorsqu'elles sont soumises à une déshydratation lente sous 

Ca(N03)2 soit une H.R. de 31 2.  A des pressions de vapeur inférieures 

dans un four à courant d'air forcé, les résultats sont inversés et 

les souches à croissance lente survivent mieux. Ce qui confirme les 

résultats précédents (2%) Parmi les souches à croissance lente les 

R. japonkm apparaissent les plus sensibles. Des différences marquées 
dans la tolérance se produisent également dans ce groupe, le groupe 
II cowpea" et les Rkizobh à croissance rapide montrent des réponses 

plus homogènes. 

Si la tolérance à la dessiccation des espèces de Rkizobhn 
est en relation avec le taux de croissance, il est concevable que des 

différences dans la sensibilité à la dessiccation parmi les souches 

d'une même espèce le soit également. OSA-AFIANA et ALEXANDER (75) n'ont 

pas réussi à vérifier cette hypothèse sur le groupe cowpea soumis à 

dessiccation rapide (- en 24 heures) dans un sol sabloneux. Ces auteurs 

constatent également, qu'au sein du groupe cowpea, les souches diffè- 

rent largement dans leur tolérance à la dessiccation et considèrent 

ce groupe comme sensible à la déshydratation. 



Dans un tout autre domaine, DYE (41) montre une tolérance à 

la lyophilisation plus importante chez une souche du groupe cowpea. 

Une sensibilité croissante serait observée dans l'ordre cowpea, m m -  

lo;t.i, ; t t L i d a f i  et p b e o f i .  Mais là encore l'utilisation d'une seule 

souche par espèce ne permet pas de généraliser. 

Les essais de conservation de différentes espèces bactérien- 

nes sur papier filtre désseché sous CaCl (H.R. = 31 %), réalisés par 2 
ANTHEUNISSE et coll. (6), permettent de retrouver : 

- 80 % des souches de R. rn&i.to.ti, 

- 33 % des souches de R. japoLcum et & p i L ,  
- 12 % des souches de R. legluninabatuun et &?idok?& 

après quatre ans de conservation. 

- R. phaseofi se révèle, encore une fois, le plus sensible 

puisque seulement 25 % des souches se conservent après deux ans et O % 

après quatre ans. 

Les différences quantitatives, observées pour différentes 

souches d'un même groupe, paraissent suffisamment grandes pour per- 

mettre une sélection de souches de R h z o b h  tolérantes à La dessicca- 

t ion. 

5 - Rôle de l'eau résiduelle chez R ~ z o b i m  soumis à 

différents degrés de dessiccation 

BUSHBY et MARSHALL (26 ) entreprennent une étude detaillée 

du statut de l'eau chez R h z o b i w n .  

La différence de résistance à la dessiccation parmi les es- 

pèces de Rhizub,i.um ne peut se justifier par la vitesse des échanges 

d'eau (déterminée par R.M.N.), car peu de résistance au passage des 

molécules d'eau est observée chez toutes les espèces de Rkizabiwn. 



~'osmolarité des constituants internes chez les .R/uzabiuni 

à croissance lente est supérieure à celle observée chez les RIuzobiurn 

à croissance rapide. Chez Rkizobkmi, cette osmolarité dépend essen- 

tiellement des composés ioniques et non des glycoprotéines. 

Les données dérivées de l'étude des isothermes d'adsorption 

indiquent que la sensibilité à la dessiccation serait en relation 

.avec la quantité d'eau retenue à différentes a, (fig. 1). 

FIGURE 1 - ISOTHERMES D'ADSORPTION DE : 

~ Y o n t m o r i l l o n i t e  calcium, v R .  X L ~ a L ï X  SU 297/32B (poly- 

saccharide néga t i f ) ,  O R. ,O~Ldaî.ü SU 297/31A (polysaccha- 

r ide  p o s i t i f ) ,  o R. leg~unino~atuon TA 101, B e t  * 2. lupini 

UT12, O R. japaLcum QA 372 et A R. X u p L L  UT2, d '  après ( 2 6 ) . 

Les R h i z o b h ~  à croissance rapide retiennent des quantités 

d'eau supérieures à toutes les a, (inférieures à 0,9- cependant). Or 

ces R!uzobium présentent .une sensibilité plus grande à la dessiccation 

(cf. A, 4) et l'addition d'argile améliore leur tolérance (cf. B, 1 ) 



Les auteurs suggèrent qu'une teneur intracellulaire en eau 

plus faible à H.R. basse implique une capacité supérieure de toléran- 

ce à la dessiccation par réduction des enzymes capables de fonctionner 

à des H.R. relativement faibles. 

La survie des R k i z o b h  à croissance rapide pourrait être 

augmentée en réduisant leur teneur en eau intracellulaire. Comme la 

Montmorillonite Ca présente une plus grande affinité pour l'eau que 

les R & z o b h  (fig. l ) ,  ces auteurs postulent que l'argile protège 

les R k i z o b h  à croissance rapide de la dessiccation en diminuant 

leur teneur en eau intracellulaire. La teneur en eau des R k i z a b h  

à croissance lente serait en dessous d'un seuil critique où plus 

aucune amélioration ne pourrait être espérée. 

Le rôle protecteur des argiles, constaté par de nombreux 

auteurs, trouverait là une explication valable. Notons, également, 

sur la figure 1 qu'aucune variation dans les isothermes d'adsorption 

ne peut être mise en évidence entre R. -I%~~o.&Ü muqueux et non muqueux. 

Le rôl-e protecteur des exopolysaccharides serait donc d'une autre na- 

ture. 

JANSEN VAN RENSBURG et STRIJDOM (54) argumentent en ce sens 

en précisant cependant l'importance du paramètre a". L'hypothèse de 

BUSHBY et MARSHALL (26) est plausible et implique qu'il serait défavo- 

rable à la survie des Rkizab ium de les exposer à des aw trop faibles 

pour autoriser un fonctionnement correct des enzymes vitales mais ce- 

pendant pas assez faibles pour réduire ou inhiber totalement leur 

activité. Dans les expériences de BUSHBY et MARSHALL (25a), réalisées 

à une très faible a, (proche de 0,05 voire O), les ? ? & z o b ~  à crois- 

sance rapide avec leur rétention en eau supérieure seraient exposés 

à une telle situation et survivent mal. 



A 1'4, retenue par ces auteurs (Ca(No ) soit 0,31), les 3 2 
souches à croissance lente, moins capables de retenir l'eau, sont 

apparemment soumises à une telle situation. La plus grande quantité 

d'eau retenue par les Rhizobh à crcissance rapide qui serait à leur 

désavantage à a" faible (2 à 0,05) pourrait permettre le fonctionne- 

ment correct des enzymes vitales sous des conditions de déshydratation 

moins sévères (a, de 0,31). 

En résumé nous pouvons dire que : 

- "ln v&o" les germes à gram négatif dont Rkizobium sont plus sen- 

sibles aux variations hydriques que les bactéries à gram positif, car 

leur pression osmotique interne est plus faible : 4 3 8 atmosphères 

contre 20 à 30 atm. pour les secondes. 

- "Zn diah'', ces bactéries réduisent leur infériorité en produisant 
souvenr des polysacchariCes extracellulaires. Ces polymères, la forma- 

tion de microcolonies, les cellules mortes et les feuillets d'argile 

doivent, en affectant la teneur intracellulaire en eau, créer un véri- 

table environnement protecteur et permettrent une réhydratation pro- 

gressive. 

B. - FACTEURS EXTERNES A L A  BACTERIE POUVANT INTERVENIR DANS LA 

TOLERANCE A LA DESSICCATION 

1 - Les argiles 

MARSHALL et ROBERTS (65), puis MARSHALL (64) soulignent que 

dans les régions agricoles de l'ouest de l'Australie, R. 2ti~oLi.L et 

R. r n U a & L  en dépit d'une excellente nodulation résultant de l'inocu- 

lation artificielle semblent incapables de survivre jusqu'à la saison 

suivante. Dans ces régions, un manque de pluviométrie est associé à 

des températures élevées (50'~ voire même 70°C). Ces problèmes, très 

sévères dans les sols sabloneux gris et jaunes, ne se posent guère 



dans les sols sabloneux rouges ou dans les sols de texture plus lourde. 

Dans tous ces types de sols, même en conditions extrêmes, aucun pro- 

blème de nodulation ne se pose pour le lupin et le soja. L'analyse 

chimique de ces différents types de sol montre la présence de quan- 

titésappréciables dlTllite et dlHaematite dans les sols sabloneux 

rouges et les sols de texture plus lourde. 

 amendement des sols sabloneux gris et jaunes avec 5 73 
(poids/poids) de Montmorillonite, d'Illite ou dlHaematite protège R. 

~~u~ des effets léthaux de températures élevées en sols dessechés. 

Les résultats de DANS0 et ALEXANDER (38) semblent confirmer 

ces hypothèses en montrant une meilleure survie de Rkizobhwn en terre 

grasse sabloneuse ou limoneuse déshydratée comparée à la survie obte- 

nue en sols sabloneux déshydratés. 

BUSHBY et MARSHALL (25a) précisent les doses optimales d'ac- 

tion des amendements en Montmorillonite (10 % poidslpoids) et réaffir- 

ment que seuls les Rkizabiwn à croissance rapide sont protégés par 

l'argile. L'efficacité de l'amendement dépend de la forme physique 

(en poudre ou en solution aqueuse). L'amendement sous forme de poudre 

procure une bien meilleure protection des Rkizabiwn à croissance ra- 

pide. 

2 - Conditions rencontrées dans l e  sol 

OSA-AFIANA et ALEXANDER (75) isolent dix huit souches de 

Rhizobium cowpea de trois sites d'ariditécroissante et concluent au 

manque de corrélation entre l'origine des souches isolées et la to- 

lérance à la dessiccation expérimentale. 



Le sol constitue un habitat naturel qui peut être sou- 

mis à de fréquentes périodes de déshydratation suivies de périodes 

de réhydratation. Un certain nombre d'auteurs ont donc cherché à voir 

les effets de tels cycles de déshydratation-réhydratation, avec ou 

sans subcultures intermédiaires, sur la résistance de bactéries tellu- 

r iques . 
Un certain nombre d'auteurs (22, 25a, 31, 60, 76 et 87) 

rapportent que de tels cycles de déshydratation-réhydratation ne sé- 

lectionnent pas de bactéries plus résistantes à la dessiccation. 

Cependant OCHIN (74) sélectionne une souche de Rkizobhwn rneeieofi  

anhydro-résistante par lyophilisations successives. 

SCHONBECK et BEmEY (83b) montrent que des périodes quoti- 

diennes d'assèchement et de réhydratation induisent "l'endurcissement" 

chez la mousse TatLtuea ku tdh .  

La déshydratation d'un sol s'effectue généralement de 

manière lente ; cependant, sous certaines conditions cette déshydra- 

tation peut être beaucoup plus rapide, notamment en surface. 

ANTHEUNISSE et ARKESTEIJN-DIJKSMAN (5) montrent que la 

déshydratation rapide est beaucoup plus nocive pour les bactéries. De 

même SCHONBECK et BEWLEY (83a) démontrent que la déshydratation rapide 

de T o a a  /tukd.& aboutit à des dégâts plus sévères. 

Les résultats de BUSHBY et MARSHALL (25a) seraient impu- 

tables à une déshydratation trop rapide (54 et 76). 



Du fait que la tolérance à la dessiccation n'est pas en relation 

avec l'ariditédu site d'origine des souches et la difficulté de trouver 

des souches résistantes par mutations CU cycles de déshydratation- 

réhydratation, l'évolution vers la résistance à la dessiccation parmi 

les Rh izob iwn  doit être extrêmement lente voire inexistante. 

Cette remarque montre l'avantage potentiel d'utilisation de sou- 

ches tolérantes à la dessiccation comme source d'inoculats. L'éven- 

tail de tolérance très large, observé parmi les différentes souches 

d'une même espèce, permet une telle sélection. 

- .  3 - Capacité à se développer à faible a, e t  tolérance à 1 a 
sécheresse 

CHEN et ALEXANDER (31) constatent une corrélation étroite 

entre une pression osmotique interne élevée (ou la capacité à croître 

en milieu de faible a,) et la tolérance à la dessiccation. Une Légère 

augmentation de la tolérance à une déshydratation jusque 31 % H.R. est 

observée pour une souche de Rki.zobiwn s.p. Il existe cependant des 

souches sensibles à la dessiccation qui montrent une croissance à de 

faibles a, et inversement. Il semble donc que l'aptitude à se dévelcp- 

per à faible a, ne soit pas le seul facteur protégeant les cellules 

de la déshydratation. Cependant, l'importance de ce facteur est accré- 

ditée par l'observation que toutes les souches sensibles deviennent 

plus tolérantes quand les cellules sont cultivées dans des mil' 2 eux 

d'a, plus faibles. 

Les changements quantitatifs et qualitatifs des solutés 

intracellulaires,concomitants à une baisse d'a,.. des milieux de culture, 

sont abondamment décrits dans la littérature (cf. osmorégulation) et 

ont été récemment étendus au genre R h i z o b ~ .  

BUSHBY et MARSHALL (25a) ne semblent pas argumenter en ce 

sens. Cependant, les conditions expérimentales retenues par ces auteurs 

(notamment la reprise des cellules dans de l'eau distillée) ne sont 

guère identiques. 



Il existe une relation entre humidité d'un sol et salinité. Ré- 

duire la teneur en eau d'un sol aboutit nécessairement à concentrer 

la teneur en sel dans la solution du sol et par voie de conséquence 

diminuer l'a,. 

De tels considérations pourraient expliquer l'échec des démons- 

trations d'une corrélation entre l'origine des souches (ariditédu 

site) et la tolérance à la dessiccation pour peu que les tests ne 

tiennent pas compte de la teneur en sel. 

4 - Autres agents protecteurs 

SCOTT (84) étudie les "effets protecteurs" des sucres 

(saccharose, glucose et arabinose 1,1 M) sur la survie de Sdrnon&a 

f lWpoh t  conservée à différentes aw. Le saccharose présente un degré 

de protection nettement supérieur quelque soit l'aw de conservation 

(inférieure à 0,43). En présence de sucres, les différences entre 

la conservation sous air et sous vide n'existent plus (nocivité de l'air 

à aw nulle). L'addition de glucose ou d'arabinose serait nocive pour 

des conservations sous a, 0,43 et 0,22. 

VINCENT et coll. (97) entreprennent une étude détaillée de 

l'influence de différents sucres sur les taux de survie obtenus chez 

R. ; & ~ o L ü  après une conservation sous une H.R. de 20 2.  Parmi les 

différents sucres testés, le maltose présente un degré de protection 

nettement supérieur. Le saccharose et le glucose présenteraient un 

degré de protection intermédiaire, le lactose n'apportant que peu ou 

pas de protection. La gomme arabique présente également une protection 

non négligeable. 

BUSHBY et MARSHALL (25a) démontrent qu'à un stade de dé- 

shydratation plus poussé (inférieur à une H.R. de 5 %), le glucose, le 

maltose, le saccharose et le Polyvinyl Pyrrolidone protègent aussi bien 

les R h i z o b . h r ~  à croissance rapide que ceux à croissance lente. Le Poly 

Ethylène Glycol (P.E.G.) de poids moléculaire 6 000 se comporte de 

manière identique à la Montmorillonite (protection des R h ~ i z o b i m  à 

croissance rapide uniquement). Enfin le glycérol et le P.E.G. de poids 



moléculaire inférieur (400 et 1 500) présentent des effets défavorables 

sur les taux de survie. 

OCHIN (74) démontre le rôle protecteur de la maltodextrine 

lors de la lyophilisation et l'atornisation de R. rn&ofi. 

De nombreux auteurs utilisent couramment des mélanges pro- 

tecteurs lors de leurs essais de conservation de bactéries en l'état 

déshydraté : dextran ( 6), saccharose et lait écrémé (42) ou Méthyl 

cellulose (91). 

Cependant DYE (41) considère que la lyophilisation de Rhizo- 

b h n  peut s'effectuer sans agent protecteur (les cellules mortes agis- 

sant comme tel). 

La nature exacte du mécanisme d'action de ces agents pro- 

tecteurs reste mal connue et abondamment discutée. 

C. - NATURE DES DEGRADATIONS CAUSEES PAR LA DESHYDRATATION 

Les observations in h d u  en microscopie électronique de KILBERTUS 

et coll. (56) suggèrent deux types de dommages : sur les membranes et 

sur ~'ADN. 

1 - Déshydratat ion par l y o p h i l i s a t i o n  

Avant d'aborder les dommages causés par la lyophilisation, 

il convient de signaler ceux qui surviennent lors de la congélation- 

décongélation. 



La membrane cellulaire et la paroi seraient particuliè- 

rement sensibles aux effets de la congélation-décongélation (17 et 67). 

Chez Ehchdchia col% un tel traitement introduit un 

certain nombre de cassures sur les brins de l'ADN voire une cassure 

totale de ~'ADN. Des cryoprotecteurs tels le diméthyl sulfoxide ou le 

glycérol diminuent la mortalité des bactéries et les dommages de leurs 

ADN ( 44) . Les travaux de WILLIAMS et CALCOTT ( 105.) renforcent 1 ' idée 
que la cible principale des traitements de congélation-décongélation 

serait l'ADN. 

Non seulement l'ADN serait endommagé, mais sous certai- 

nes conditions, le processus pourrait se révéler mutagène (28). 

Cependant, ASWJOOD-SMITH et GRANT (10) affirment que la 

congélation-décongélation n'entraîne aucune mutation. 

Ces mêmes auteurs démontrent que des dommages de ~'ADN 

et des mutations surviennent lors de la lyophilisation. L'addition 

d'agents protecteurs et la présence d'oxygène n'affectent pas, de 

manière significative, le nombre de mutants induits (10). 

ASHWOOD-SMITH (11) démontre que le stockage à 28OC des 

lyophilisats d'E. c o a  augmente le nombre de mutants induits. Une hu- 

midité résiduelle de 3 à 4 % entraînerait l'apparition d'un maximum de 

mutants. Ce même auteur (12) met en évidence l'induction du prophage 

lambda à partir d'une souche dlE. cal% K12 lysogène à. lambda suite à 

une lyophilisation. 



TANAKA et coll. (93) concluent que les mutations induites 

chez E. cofi par lyophilisation le sont pendant la réhydratation quand 
l'ADN endommagé est réparé par le caractèrel'exr"de la cellule. 

OCHIN (74) démontre que l'atomisation et la lyophilisation ne 

modifient pas l'infectivité et l'efficience d'une souche de R h z o b b  

~ g ~ m l  Str (ni son acido-tolérance) . 

DYE (41) aboutit à des conclusions similaires tout en précisant 

cependant que les tests n'ont pas été effectués sur des colonies iso-' 

lées. 

2 - Déshydratation sous vide à partir d'une phase liquide 
( L .  drying) 

Un tel procédé de déshydratation induit des mutations chez 
+ E. cf?&. La présence du gène Rec A est nécessaire pour la fixation 

de la mutation. Les mutations sont observées essentiellement après 

trois semaines de conservation à des températures Glevées de 3 7 O C  (14). 

Dans les mêmes conditions, REID et coll. (80) soulignent une 

perte d'efficience et d'infectivité chez R. rneA?.ü?ofi et jcrponicwn 

(conservation à des températures supérieures à 10'~ après déshydrata- 

tion sous vide). 

3 - Déshydratations sous différentes H.R.  

WEBB (99 et102) étudie l'apparition de mutations chez E. 

co f i  en fonction de l'humidité relative. Il observe une induction im- 
portante de mutations à 40 % H.R. pour des cellules prélevées en 

phase stationnaire et à 55 % H.R. pour celles en phase exponentielle. 

L'induction moindre, observée à 30 % H.R., est interprétée comme le 

reflet de dommages plus sévères conduisant à la mort de la cellule 

plutôt qu'à des mutations. L'addition d'inositol avant l'atomisation 

diminue la mortalité et le taux de mutants induits. 



WEBB et DUMASIA (1Cû)mettent en évidence l'induction du pro- 

phage chez E. c o f i  Ki2 (A+) et M3 (159) à une H.R. de 55 %. Encore une 

fois l'inositol prévient l'induction. 

Les mutants auxotrophiques obtenus sont plus sensibles à la 

dessiccation que les souches parentales ; le nombre de mutants obser- 

vé dans la fraction survivante ne résulte donc pas d'une concentration 

HIEDA (50 et 51) démontre l'apparition de mutations chez 

Sacchcvromycen cmevhhze lorsque ~'H.R. chute en dessous de 53 %, en 

présence d'oxygène. 

ASADA et coll. ( 8 et 9) constatent pour des H.R. inférieu- 

res à 75 % une augmentation linéaire du nombre de cassures par brin 

d'ADN et du nombre de mutants induits pour arriver 2 un maximum à une 

H.R. de O %. Ces auteurs rejettent toute participation de l'oxygène, 

des chocs osmotiques lors de la réhydratation, des réactions amino- 

carbonyl, et des réactions de coupures enzymatiques dans ces phénomè- 

nes. Ils émettent l'hypothèse que mutations et dommages de l'ADN ré- 

sultent du retrait de l'eau incongelable qui maintient la structure 

normale de l'ADN natif. L'a, critique à laquelle la cellule ne possède 

plus d'eau congelable est de 0,75 pour tous les échantillons biologi- 

ques tels que Sacchomycej cmevhLae et Ehchhchbz c o f i .  Une déshy- 

dratation poussée au delà de 75 % H.R. entraînerait un changement 

réversible ou non de la conformation des macromolécules dont l'ADN. 

L'ADN est généralement attaché par endroit à la membrane cytoplasmique. 

Cet attachement pourrait être la cause d'un stress physique associé au 

changement de conformation de l'ADN. 

AND0 et FUKADA (4) rapportent que la déshydratation sous vide 

de L'ADN in v&o entraîne une réduction de 10 à 20 % du poids molécu- 

laire. Les expériences in vivo de ASADA et coll. ( 8) montrent une ré- 

duction de 60 %.  hypothèse d'un stress physique du type : changement 

de conformation de ~'ADN - attachement à la membrane cytoplasmique 

serait donc plausible. 



En outre, la déshydratation réduit l'oxydation des acides aminés 

et augmente celle du glucose ainsi que la décarboxylation. Elle ougmente 

la fuite des composés intracellulaires absorbant à 260 m. L'addition 

d'inositol permet d'augmenter le taux de survie mais renforce les 

désordres métaboliques précédemment décrits. La synthèse de la @- 

galactosidase (enzyme adaptative) est fortement inhibée par la des- 

siccation ; l'addition d'inositol avant la déshydratation peut lever 

cette inhibition. Suite à ces observations, WXBB ( 9 8 )  suggère qu'un 

changement structurel dans les nucléoprotéines concernées dans la syn- 

thèse des protéines est responsable de la mort des cellules à 12 

dessiccation (les dommages à la menbrane seraient secondaires). 

Cependant, HAMBLETON (47 et 48) démontre que des dommages aux pa- 

rois bactériennes précèdent et contribuent très certainement à la mort 

des bactéries après dessiccation. 

En ce qui concerne Rkizab ium,  BUSHBY et MARSHALL (25b) suggèrent 

qu'au cours de la dessiccation une altération de ?a perméabilité de la 

membrane cytoplasmique se produit, ce qui entraînerait la fuite de 

matériel intracellulaire. Chez les cellules survivantes, la couche de 

lipopolysaccharide reste à peu près intacte. 

En tout état de cause, MACKEY et DERRICK (63) montre que, parmi 

les di£ f érents stress imposés à SdenandXa X y p k u n ~ i u r ; ,  la dessiccation 

se montre être le moins drastique. La phase de latence de la subculture 

après dessiccation reste relativement courte, même pour des taux de 

survie faible (ce qui implique des dommages de peu d'importance). 



I I  1 .  - INFLUENCE DE L'ACTIVITÉ DE L'EAU SUR LA CROISSANCE 
DES MICROORGANISMES 

A. - EVOLUTION DES COURBES DE CROISSANCE EN FONCTION DE 

L ' A C T I V I T E  DE L ' E A U  

La croissance et l'activité métabolique des microorganismes 

(bactéries, levures et moisissures) dépendent essentiellement des pos- 

sibilités d'échanges àe la cellule avec son milieu extérieur et donc 

de l'eau disponible. On peut donc prévoir qu'une réduction de la dis- 

ponibilité de l'eau entraînera une limitation de la croissance et un 

ralentissement de l'activité métabolique. Ces phénomènes sont repré- 

sentés en figure 2, empruntée à RICHARD-MOLARD et coll. (81). 

F IGURE 2 - COURBES DE CROISSANCE D ' U N  MICROORGANISME 

EN FONCTION DE L ' a w  

A partir de la courbe de croissance d'une espèce, obtenue 3. une. 

a, optimale a ) ,  on observe Four des a, réduites (aw2 et .aw,) une 

augmentation du temps de latence (L), une diminution d e  ?a vitesse d a  



croissance (E) et une diminution du nombre maximum de germes en phase 

stationnaire (S) . 

A la limite (a, limite), il n'y a plus de croissance observable. 

Ceci correspond à un allongement indéfini de la phase de latence. Dans 

la plupart des cas, les germes bien qu'inhibés survivent parfaitement 

(81) 

B. - ACTIVITE DE L'EAU LIMITE DE CROISSANCE DES MICROORGANISMES 
DES ALIMENTS 

1 - Quelques exemples e t  l eu rs  s i g n i f i c a t i o n s  

L'importance de l'aw dans la conservation et l'inocuité des 

aliments est à l'origine de nombreux travaux. 

Une compilation de différentes publications, concernant l'aw 

minimale de croissance de germes intervenant en microbiologie alimen- 

taire, a été réalisée par LEISTNER et RODEL (58) (tab. 1).  Un certlain 

nombre de conclusions intéressantes ressortent de ces résultats. 

Les bactéries se révèlent moins tolérantes aux a" réduites 

que les levures, les germes gram négatif étant les plus exigeants en 

eau. Les levures sont elles-mêmes moins tolérantes que les moisissures. 

Il est certes rassurant de noter qu'une aw inférieure à 0,95 inhi- 

be la multiplication de la majorité des bactéries gram négatif, des 

bactéries capables de former des endospores (BacAY~, CRab&m) et 

apparemment la germination de ces spores. 

Parmi les principaux germes d'intoxication alimentaire, Shige.tta, 

SdhoncUu, Ehche&chLz cofi enteropathogène et Vib/Lio pmhaemul~p~cuh 

seraient inhibés à des a, inférieures à 0,95.  SRaphylocaccu auheun 



TABLEAU 1 - aw MIN IMALE DE CROISSANCE OES MICROORGANISMES 

ASSOCIES AUX ALIF1ENTS D ' APRES LEISTNER e t  

RODEL (58) 

aw B a c t é r i  e s  L e v u r e s  M o i s i s s u r e s  

O. 98 C L ~ h ~ d i i ~ . n ,  FA sudcmuw - - 

Fhvo bacte&, U e b s i U a ,  
0.96 1 Lacto ba&u, PkoAew , 

Pb eudo ma nnj , SkLg &a 

Lacto baciXZw, ~ilici(ro bacte&, 
PedLococc~~~, S.thep~ococcu/~, - 
Vib&io 

0 . 7 5  B a c t é r i e s  halophiles 



montre une remarquable tolérance aux a, réduites (0,91 à 0,86). 

La croissance et la toxicogenèse chez Clon.taL&wn bokuLinwn type 

C, E, A et B sont inhibées respectivement à a, 0,98 ; 0,97 et 0,95. 

Pour S;taphy&acocc~ a m e u ,  la toxicogenèse (enterotoxines A, B, CI, 

C2, D, E et F) serait inhibée à des a, inférieures à 0,90. De même, 

la synthèse d'Aflatoxines (Adpe~gdXuA Blavun) ne parait guère possible 

en dessous de 0,83 - 0,86 a,. 

Des résultats similaires obtenus pour d'autres toxines bactérien- 

nes et mycotoxines confirment un écart parfois important entre l'a, 

minimale de croissance du germe et l'aw de toxicogenèse (58 et 81). 

Ces résultats étant obtenus en conditions optimales, tous autres 

facteurs limitant écartés, il apparaît que les problèmes relatifs aux 

germes d'intoxications seraient résolus à des a, de l'ordre de 0,95 - 
O, 90. 

Il n'en va pas de même des germes d'altération des produits ali- 

mentaires. Levures et moisissures présentent, en effet, un spectre très 

large de croissance à des a, très faibles. 

Pour les produits alimentaires ce problème s'amplifie du fait des 
11 flores complexes". Si on se contente de stabiliser le produit vis-à- 

vis des bactéries toxinogènes, en se plaçant à une a, de 0,85, les 

moisissures xérophiles peuvent se développer lentement et élever, de 

par leur métabolisme (libération d'eau), l'aw du produit. La croissance 

d'espècesplus exigeantes en eau se produit alors. Par réaction en 

chalne le développement de microorganismes pathogènes très exigeants 

en eau est alors possible (81). 

Notons qu'un certain nombre de bactéries à gram positif qui sont 

impliquées dans des processus de fermentations souhaités (Lac;toba&uil, 

Pediococcun et Uict~ococc~) tolerent des aw aussi faibles que 0,95 - 
0,90. Un certain nombre de souches ont même été adaptées à des aw encore 



plus réduites. Des levures et moisissures du genre Debmyomyceh et 

P e ~ w ,  qui sont d'une grande importance dans la fermentation de 

charcuteries, se multiplient et sont métaboliquement actives à des aw 

remarquablement basses (58). 

2 - Interférence avec d'autres facteurs 

La plupart des résultats consignés au tableau 1 ont été ob- 

tenus dans des conditions idéales de croissance. De toute évidence, les 

a, limites citées doivent être inférieures pour peu qu'un autre facteur 

limitant intervienne (température, pH, potentiel red-ox). 

Par exemple, selon LEISTNER et RODEL (58), l'a, miniinale de 

croissance pour SXaphyLococc~~cl LMLelLcl est de 0,91 en anaérobiose mais 

de 0,86 en aérobiose. Le même type de considérations se retrouve pour 

les moisissures aérobies 'strictes. 

La croissance de SA:aphy~ococcw6 awreu,s serait encore possi- 

ble à a, 0,85 à pH 5,5 mais ce seuil s'élève à a, 0,90 si on abaisse 

le pH à 4,s (81). 

STRONG et coll. (90) décrivent des interactions très nettes 

entre le pH, la température et l'aw minimale de croissance de CXa4t~- 

d..hn pa@inge~n. BEUCHAT (16) décrit, pour V i b h b  pmhamoXyfic~5, 

un certain nombre de corrélations entre l'a,, le soluté utilisé pour 

la réaliser et la température d'incubation. 

Dans les milieux naturels tels que les sols, les recherches ont 

surtout porté sur les microorganismes adaptés aux conditions extrêmes : 

germes osmophiles et halophiles. 

Les mécanismes d'action de l'influence de l'aw sur la croissance 

et la survie de germes telluriques banals ont été moins étudiés. 



C.  - VALEURS S E U I L S  D'aw POUR LA CROISSANCE DE Rif lZ087UM 

En ce qui concerne les bactéries du genre R~zobiwn, il y a peu 

de données relatives à l'a, minimale de croissance. Les auteurs préfè- 

rent, en effet, aborder le problème sous l'angle de la toxicité du 

chlorure de sodium. 

1 - Quelques exemples 

Les do2nées, relevées dans la littérature, sont rassemblées 

dans le tableau 2. 

Ces résultats ont été obtenus en milieu liquide, à tempéra- 

ture et pH optimals des souches étudiées. 

L'a, limite la plus basse observée chez Rhizobium est de 

l'ordre de 0,98 (soit 3 % NaCl : une concentration en sel qui approche 

celle de l'eau de mer !). 

Il semblerait y avoir une bonne corrélation entre l'aw li- 

mite de croissance et le groupe d'inoculation. 

 une manière générale, les souches à croissance rapide, co- 

tamment R. rneLZaZL, endurent les a" les plus faibles. Les souches à 

croissance lente exigeraient des a, nettement plus élevées. 

Il existe, cependant, de nombreuses différences de toléran- 

ce au sein de souches d'un même groupe d'inoculation. Le record en la 

matière semble être celui d'une souche G3 de R. japanicwn ayant une 

a, limite de 0,9844 (NaCl) et 0,93 (propanediol 1.2) (70). Ces résul- 

tats peuvent démontrer une tolérance intrinsèque à cette souche mais 

notons cependant qu'ils peuvent tenir en une sous-estimation de l'a" 

du milieu de base trypticase (a, 0,988) mesurée à lfhygrométre de LUFFT. 

En effet, très récemment, CHIRIFE et coll. (32) ont démontré que l'aw 

d'une trentaine de milieux de culture liquides courantsétait de l'ordre 

de 0,9926 - 0,9992, à L'exception du milieu Urea Test Medium (0,9884). 



TABLEAU 2 - aw LIMITE DE CROISSANCE DE DIVERSES SOUCHES DE 
RHIZOBTUM, EN MILIEU LIQUIDE, SELON CERTAINS 
AUTEURS 

Milieu de culture 
Souches et soluté utilisé aw limite Auteurs 

pour réduire 1 ' aw 

RLzobium sp. Y EMB 
1 souche NaCl, KC1 O ,990 
2 souches et Na2S04 en O ,995 (31) 

mélange 

Y EMB 
NaCl 0,7 % = 0,9948 * 
NaCL 3 % = 0,9804 

(77) 

R. m W o i t i  Y EMB 
(1 souche) CaC12, 2H20 O ,995 

NaC 1 0,987 
(8% 

R. legumino~ahum Y EMB 0,999 R. japonicum NaCl 0,997-0,995 ( 25à 
R. m U o f i  

probablement O ,98 (Agm bacteitium) 0,98 

Trypticase (0,988) 
NaC 1 O, 9844 

R . japo nicum Propanédiol 1.2 O ,930 
(1 souche) LiCl 0,9875 

Saccharose 0,9595 
Glycérol 0,976 

Y EMB 
NaCl 0,8 % = 0,9942 * 

R. legumino~atuun Y EMB 
(1 souche) NaCl 0,58 "/, 

= 0,9954 * ( 85) 

R. m&.iLo.ti 
(1 souche) 

M.M. 
NaCl 3 % 

YEMB : Yeast Extract Mannitol Broth 

M.M. : Milieu nlinimum 
* : aw non précisée par l'auteur et calculée 

par nos soins (aw du milieu de base = 
0,999) diminuée de la baisse dlaw cré6e 
par le soluté..dlaprès la table de 
LEISTNER et RODEL (58) 



2 - Importance du s o l u t é  u t i l i s é  pour diminuer l ' a ,  du 

mil i eu  de base 

De nombreux auteurs pensent que ?a croissance à une a, donnée 

n'est pas indépendante du soluté utilisé pour la réaliser, et classent 

ainsi les solutés par ordre de "toxicité" ( 16 et 90). 

STEINBORN et ROUGHLEY (89) constatent qu'à aw égales, le 

CaC12, 2H O est plus inhibiteur que le NaCl sur R. rne,&i,tafi. 
2 

UPCHURCH et ELKAN (96) remarquent la toxicité plus élevée du 

KCl comparée au NaCl sur R. japonkcwn. 

MICHAUD-GOUBLET (70) démontre une toxicité croissante dans 

l'ordre : toxicité du LiCl :l> NaCl > glycérol > saccharose > propane- 

di01 1.2 sur R. japonkcum. 

Nous avons observé (66) pour deux souches de R .  rnel2iXoLi une 

toxicité croissante dans l'ordre : toxicité de l'acétate de sodium >> 

KC1 =: NaCl > LiCl > glycérol. 

Nous voyons donc qu'il n'est pas possible d'établir une liste 

générale de toxicité des solutés utilisés pour réduire l'aw. Cette to- 

xicité varie non seulement suivant les espèces bactériennes mais éga- 

lement suivant les souches d'une même espèce. Il convient donc, lorsque 

l'on étudie l'aw limite de croissance d'une espèce, de bien préciser 

les conditions expérimentales (solutés utilisés, température, pH, 

.aération du milieu de culture, etc...). 

3 - Adaptation à des mi l ieux  ayant  des  aw de p l u s  en p lu s  
f a i b l e s  

CHEN et ALEXANDER (31) rapportent l'acclimataeion à des a, 

progressivement réduites pour fXavobac;t&wn, une bactérie batonnet 

gram négatif non identifiée et Rhizobiun s . p .  



MENDEZ-CASTRO et ALEXANDER (69 rapportés par 70) signalent des adapta- 

tions remarquables (5,8 % NaCl) de Rkizubkm. De tels phénomènes d'adap- 
tation chez Rhizobium sont cependant contestés (25a et  70). 

E. - EFFETS DU CHLORURE DE SODIUM SUR LA SYMBIOSE RfflZOBTUM- 

LEGUMINEUSE 

Comme nous l'avons vu, les phénomènes d'aw et de toxicité sont in- 

timement liés. Il serait difficile d'évoquer les effets de l'aw sans 

rappeler les effets du NaCl en raison de son importance dans bon nombre 

de régions. 

De fait, de fortes teneurs en sel (notamment NaCl) peuvent limiter 

l'efficacité de la symbiose Rkizubium-~é~umineuse à différents niveaux : 

- en inhibant la croissance ou la vitalité de R!uzobhwn dans les inocu- 

lats et dans la rhizosphère ; 

- en affectant le processus d'infection ; 
- en inhibant les fonctions des nodules racinaires ; 

- en réduisant la croissance, la photosynthèse et la fixation d'azote 
atmosphérique symbiotique des Légumineuses. 

Un déclin trop rapide de R~zobhum dans les inoculats de Légumi- 

neuses semble être en relation avec l'accumulation de sel dans la tour- 

be utilisée comme support (88). Ces mêmes auteurs (89) démontrent une 

sensibilité plus importante de R. & $ o u  comparée à celle de R. m a -  

lafi. Dans différentes conditions (agar, milieu liquide, tourbe) la 

tolérance n'est pas la même, la tolérance de Rkizobkm au NaCl dans la 

tourbe (ou dans le sol) ne peut donc être déterminée exactement par de 

simples expériences en milieu liquide. 

BAGEDADLI (13) a remarquablement analysé l'influence du NaCl sur 

la symbiose. Pour plus de cent souches testses, il apparaît que les 

groupes meLiXo~, Agtubact&um et la moitié des souches du groupe 



p h e o f i  présentent une bonne tolérance (3 % NaCl). Les groupes $'LL&J- 

a, &egumina im,  j a p a ~ c w n  et "covpea" montrent une tolérance médio- 

cre (1 %, 2 % maximum). Les R .  & u p i ~  apparaissent les plus sensibles 

(0,5 %). 

Cet auteur réalise également un certain nombre d'observations in- 

téressantes sur la plantule et la nodulation : à partir de 0,5 % pour 

le Pois, la Luzerne et 0,75 % pour le Haricot, les paramètres de crois- 

sance sont fortement diminués (taille, longueur des racines, nombre de 

feuilles, surface foliaire et poids sec). Au delà de 0,5 % NaCl le 

développement des nodules est inhibée. 

Après une étude bibliographique détaillée, l'auteur conclut que 

la sensibilité au NaCl de la symbiose est due à la sensibilité de la 

plante hôte mais n'exclut pas que dans certains cas la bactérie soit en 

partie responsable. 

WINTER et LAUCHLI (106)situent la tolérance de T.ltibofiwn dexan- 

&rum et paterne à des concentrations identiques. 

SANCmZ-DIAZ et coll. (82) analysent l'effet de stress hydrique 

et salin sur trois Légumineuses : Medicaga adtiva présenterait rine 

meil leure tolérance que T ~ ~ a l i u m  aepem et bmchgcd gcinum. 

TU (95) étudie les interactions entre R. japonicwn et les radicel- 

les de Soja à des concentrations salines rhizosphérlques comprises 

entre O % et 1,8 %. A la dose de 1 %, les radicelles manifestent peu 

d'enroulement et de déformation à l'inoculation. A 1,5 % ou plus, le 

chevelu racinaire est ratatiné. La croissance de Rhizabiwn diminue 

rapidement à partir de 0,8 %. La nodulation est complètement supprimée 

à des teneurs de 1,2 %. L'accroissenent de la salinité Drovoque une 

baisse graduelle du poids frais et de la taille des plantules. 

L'incapacité du Soja à noduler à des concentrations salines éle- 

vées serait dûe à une baisse de la colonisation bactérienne et au che- 

velu racinaire ratatiné. Dans ce cas précis, la plante serait donc lé- 

gèrement plus tolérante que le microsymbionte. 



SINGLETON et coll. (85) démontrent que la majorité des souches 

(croissanceslente et rapide) peuvent croître en milieu liquide en 

présence de 0,58 % NaCl (conductivité électrique de 1 3 , l  millisiemens 

par centimètre) alors qu'à de telles concentrations, on ne peut envi- 

sager une récolte rentable des Légumineuses d'intérêt agricole 

(tab. 3). 

Conducti v i  t é  é1 e c t r i  que 
(rnScrn-1) ' 

Orge 16 

T r è f l e  ( B i r d s f o o t )  1 O 

Sesbania 9 

Soja 9 

T r è f  1 e 4 

Har i  c c t  ( Kidneybean) 3 

Pois 2 

' conduc t i v i t é  é l e c t r i q u e  associée à une baisse 
de 50 X de l a  r é c o l t e  

TABLEAU 3 - TOLERANCE A LA SALINITE DE QUELQUES PLANTES 

AGRICOLES D'APEES BERNSTEIN (18) RAPPORTE 

PAR SINGLETON e t  c o l l .  (85) 

Ces auteurs soulignent que les souches à croissance rapide ne sont 

guère plus tolérantes que les souches à croissance lente, de même les 

souches isolées de sites à forte teneur en sel ne présentent pas de 

résistance supérieure aux souches de sols non affectés par la salinité. 

Notons cependant que la gamme de concentration en NaCl (jusque 0,58 %) 

n'était peut être pas assez étendue pour détecter de telles différences. 



Ils ont également testé une série de traitements combinant les 

effets de stress salin et hydrique dans Le sol sur la survie de Rkizo- 

b h .  Les traitements s'étalent entre des conditions optimales pour la 

croissance des Légumineuses (conductivité électrique de 0,2 m~cm-' et 

potentiel hydrique = - 0,l bars) et des conditions extrêmes qui sont 
inacceptables pour permettre une récolte rentable (conductivité élec- 

- 1 
trique de 12 mScm et potentiel hydrique = - 15 bars). Aucune des sou- 

ches testées ne perd rapidement sa viabilité même après traitement ex- 

trême (décroissance maximale de deux puissances de dix après quatre 

vingt cinq jours). Dans de telles conditions les souches à croissance 

rapide résistent beaucoup mieux et même se multiplient. Parmi les 

souches à croissance lente, la souche tolérante au NaCl présente 

une meilleure résistance aux traitements extrêmes. 

Ces observations présentent un intgrêt certain et sembleraient 

argumenter en faveur de l'hypothèse de CHEN et ALEXANDER (31). 

VINCENT et coll. (97) avaient cependant montré une décroissance de 

quatre puissance de dix en quarante huit heures pour R. Z%l~a..l?.Ü expo- 

sé à des conditions plus sévères (160 mM NaCl = C.E. de 16 m~cm-' e t  

potentiel hydrique de - 2216 bars soit 20 % H.R.) qui peuvent se ren- 

contrer dans les inoculats. 

Signalons encore que UPCHURCH et ELKAN (96) montrent une sensibi- 

lité au NaCl nettement plus élevée pour les mutants de ? ? k i z a b h  in- 

capables de synthétiser des polysaccharides extracellulaires. 

Le partenaire de la symbiose le plus sensible au NaCl serait donc 

la plante. Cette constatation correspond bien au cycle de vie caracté- 

ristique des deux spbiontes. La Légumineuse hôte produit des graines 

et entre en dormance pendant la saison sèche alors que R ~ z o b i m ,  pour 

survivre, doit être capable d'endurer des taux de salinité de plus en 

plus élevés au fur et à mesure que le sol se dessèche. Le spectre de 

tolérance très large observé aussi bien chez les souches de Rhizobium 

que parmi les variétés de Légumineuses permet d'envisager l'utilisation 

shultanée de Rkizobiwn et de Légumineuses tolérants à la sécheresse et 

au chlorure de sodium. 



F. - MECANISMES DE TOLERANCE AUX FAIBLES aw 

1 - Résistance au choc osmotique 

Comme le soulignent RICWRD-MOLARD et coll. (81) les diffé- 

rences de comportement des microorganismes aux faibles aw tiennent 

certainement, pour une part, aux différences existant au niveau des 

parois cellulaires et plus précisément à la qualité de la liaison paroi 

cellulaire - membrane cytoplasmique. Cette liaison est relativement 
faible chez les bactéries gram négatif qui montrent les classiques ima- 

ges de plasmolyse lorsqu'elles se trouvent confrontées à un milieu 

hypertonique. De telles figures semblent plus rares chez les gram posi- 

tifs. 

Levures et moisissures se comportent comme les bactéries gram 

positif, ces différents groupes ayant en commun une paroi cellulaire 

formée d'un réseau de microfibrilles très résistantes composées de muco- 

peptides chez les bactéries gram positif, de glucanes et de chitine 

chez lès levures et moisissures. De telles parois cellulaires permet- 

tent sans doute à la cellule de mieux supporter des chocs osmotiques 

(81). 

Si un microorganisme peut tolérer un choc osmotique passager, 

la croissance dans un milieu de faible a, requiert des modifications 

d'ordre physiologique permettant à la cellule d'adapter sa pression 

osmotique interne à la pression osmotique du milieu extérieur. 

2 - Adaptation à l a  croissance à f a i b l e  a, 

Divers organismes, phylogénétiquement très éloignés, 

lorsqu'ils sont confrontés à un stress en eau (grande concentration en 

NaCl ou concentration variant dans un large domaine, dessiccatj.on ou 

gel) accumulent, en réponse directe au stress, des osmolytes intracel- 



lulaires. Ces composés, osmotiquement actifs, permettent le bon fonc- 

tionnement enzymatique et sont dénommés solutés compatibles (23 et 107) 

(tab. 4). 

YAUCEY et coll. (107)passent en revue ces différents 

osmolytes et tirent un certain nombre de constatations intéressantes : 

- les organismes soumis à de faibles a, accumulent des 
métabolites riches en énergie plutôt que des ions inorganiques (comme 

~ a +  ou K+) plus aisément disponibles dans le milieu ambiant ; 

- les archéobactéries constituent la seule exception à 

cette règle et accumulent des quantités impressionnantes de K+ ; 

- parmi les composés riches en énergie accumulés, on 
distingue très nettement un petit nombre de familles chimiques (cf. 

tab. 4). 

Ainsi qu'il a été dit précédemment, les bactéries halo- 

philes s'écartent de la stratégie généralement adoptée par divers or- 

ganismes. 

Les bactéries extrêmement halophiles, telles S&tcinu 

I I ? O N E ~ U ~  et iido bac;t& ta?!nat&m, accumu lent exclus ivement de très 

fortes quantités d'ions potassium (23, 35 et !07). 

Les bactéries modérément halophiles, telles i'd.ictr~coccuA 

h a l o d e W d i c a n n  et Vib&Lo c o a ~ c o l u A ,  accumulent des cations monova- 

lents à une concentration pratiquement égale à celle du milieu exté- 

rieur ainsi que des acides aminés (35 et 55). 

L'adaptation aux environnements hypersalés repose sur 

des changements biochimiques et la présence de structures adaptées 

(paroi, ribosome). 



TABLEAU 4 - DISTRIBUTION DES PRINCIPAUX SYSTEYES OSb!OLYT?CCES 28 

Organismes So lu tés  compat ib les  Auteurs 

Cyonobactér ies : 

Syl~echccaccrcn sp . G l u c o s y l q l y c é r o l  
Nan.toc m u  co,tum Saccharose 

(107)  
( 2 9  

Championons : 

S a c c b ~ a m ~ i c e , ~  hou:cii A r a b i  trl ( 2 3 )  
r26tvLamycu mu~zt~~n A r a b i  t o l  , g l y c e r o l  

e t  mann i to l  
(107) 

P e n i U u m  c~m~rnoge~uun G l y c e r o l  ( 6 2 )  

Algues u n i c e l l u l a i r e s  : 

D u n a L i u Y a  spp. G l y c é r o l  
C k e a k a a  'pylhencidaaa Saccharose 
Ckevkexe(z ?m~~50ni( Saccharose e t  

(Pro1 i n e )  

Algues mu1 t i c e l l u l a i r e s  : 

F u c u  spp. Yanni t o l  

P lan tes  v a s c u l a i r e s  : 

~ 0 6 6 y p ~  kih6LLtwn Glucose, f r u c t o s e  (107)  
e t  saccharose 

I n s e c t e s  

Crustacées 

Ver tébres 

Cyanobactér ies : 

S;inechocy~fi5 

G l y c é r o l  f 157) 

Ac. g l  utamiaue ( 6 8 )  
Ac. -y amino b u t i r i a u e  
Pro1 i ne 

G l y c i n e  b ë t â l n e  

Champignons : 

Phytopkthoxa ~ n n c a o m i  Pro1 i ne 

P l  antes vascul  a i r e s  : 

S p a c t i m  & d L e & n i  ,(-?.O ta l r o l i n e  e t  
g l y c i n e  b ë t a ï n e  

GOA d ypium ILL%$ &LW P r c l  i ne 
PhaJea-?.un r,uherij P r o l i n e ,  Asparagine 

(suc res )  

I n v e r t é b r e s  mar ins Acides ami nés 

Pcissons c s r t i l  agineux 

Archéobac té r ies  : 

Halo b a ~ t i 7 i i L u ~  $&n=u';iuri iKf 
Sahcivza rnakuhuat 



Le changement le plus spectaculaire réside probablement 

dans les protéines enzymatiques. La plupart des enzymes bactériennes 

sont inhibées par le KC1 et le NaCl à des concentrations supérieures 

à 0 , l  ou 0,2 M. La résistance des protéines des bactéries halophiles 

réside en un enrichissement en groupements acides (aspartyl, glutamyl). 

Ces substitutions impliquent que l'état natif fonctionnel de telles 

protéines ne peut se réaliser qu'à de fortes concentrations en K+. La 

plupart des enzymes des halobactéries requièrent des concentrations 

de 1 M, voire plus, pour atteindre l'optimum d'activité et de fait les 

bactéries halophiles sont strictement confinées à des environnements 

ayant une salinité ambiante très élevée (107). 

Notons, cependant, que GALINSKI et TRUPER (43) signalent . 

une bactérie extrêmement halophile ( E c t a t k i o i r h o d a n p h  hdeockeo&) 

qui accumule de la bétaine en condition de stress osmotique et dont 

les enzymes sont inhibés par de fortes concentrations en sel. 

c )  L e n  bac thLa  non haeopkiea 

Elles présentent un large spectre de tolérance aux bais- 

ses d'aw et donc au NaCl. Ces différences ne dépendent pas des résis- 

tances intrinsèques des enzymes cellulaires au sel ; la membrane serait 

en effet imperméable au sel et une différence de concentration est 

maintenue entre milieuxintérieur et extériear. En cas de faibles aw, 

une telle situation aboutit à une déshydratation osmotique si aucune 

autre molécule (généralement des acides aminés), osmotiquement active, 

n'est accumulée dans la cellule (68). 

Le pool, en acides aminés libres, a été déterminé par 

TEMPEST et coll. (94) et PULLHAN et JOHNSON (78); 11 serait cinq à vingt 

fois supérieur en concentration chez les bactéries gram positif. L'ad- 

dition de chlorure de sodium conduit à une augmentation de la concen- 

tration en glutamate (notamment chez les bactéries gram négatif). 

MEASURES (68) aboutit à une classification de la tolérance 

aux faibles a, suivant le type d'acide aminé accumulé. 



Les bactéries, relativement sensibles, accumulent de 

l'acide glutamique. De part sa nature (chargé négativement à pH neutre), 

cette accumulation requiert une accumulation concomitante d'un cation 
+ 

(généralement K ) qui malheureusement est inhibiteur de l'activité enzy- 

matique. L'efficacité d'un tel système reste donc réduite. 

Les bactéries tolérantes, généralement à gram positif, 

accumulent l'acide y aminobutyrique ou de la proline qui ne nécessite 

pas la présence d'un cation neutralisant (68). La proline semble- 

rait stimuler la respiration de microorganismes cultivés à faibles aw , 
La tolérance de S;taphylococcll/is cuteu résulte d'une déshydratation 

osmotique puis d'une accumulation de proline exogène qui transporte de 

l'eau à l'intérieur de la cellule (57). D'autre part, ce microorganisme 

semblerait accumuler simultanément la glutamine par synthèse de "novo" 

et la proline par transport actif (3). 

Cette classification simple présente cependant un certain 

nombre d'exceptions (2, 3, 37, 59). 

ANAGNOSTOPOULOS et DHAVISES (2) ont montré qu'E. col% 

accumule du glucose suite à une baisse d'aw. 

CSONKA (37) isole chez sahnonc%ta Rypkun- une muta- 

tion, portant sur la surproduction de proline, qui augmente l'osmoto- 

lérance de ce microorganisme. 

LE RUDULIER et coll. (59) démontrent que le choc osmoti- 

que imposé par 0,5 M NaCl cause une réduction de croissance et de 

l'activité fixatrice d'azote chez U e b h i e U u  pneumonhe.  L'addition 

de proline exogène lève ces inhibitions. Le gène mutant isolé chez 
+ + 

S&on&a (37), porté par un plasmide (F'128 pro B A ) ,  a été trans- 

féré par conjugaison à K e e b ~ i d t a .  La proline intracellulaire, synthé- 

tisée alors à grand taux, présente des effets similaires à celle ajoutée 

dans le milieu. 

Une telle voie de recherche pourrait avoir d'intéressants 

développements dans le cas de R&zobium. 



Les mécanismes d'adaptation de R k c z o b b  aux faibles aw 

restent encore mal connus. 

Cependant, MICHAUD-GOUBLET (70) ne détectent aucune accu- 

mulation d'ions ou d'acides aminés chez Rkizobiwn j a p o ~ c w n  soumis à 

de faibles a,. 

Par contre HUA et coll. (52) rapportent une accumulation 

de glutamate (jusque 88 % du pool d'acides aminés) lorsque R ~ z ~ b h n l  

sp. WR 1001 est cultivé en présence de 500 mM NaCl. 

De même, YELTON et coll. (108)montrent une accxmulation 

de glutamate et de K+ lorsque R E z o b h  japonieurn USDA 191 (à croissan- 

ce rapide mais nodulant le soja) cultive à 400 rnM NaCl. 



B U T S  D U  T R A V A I L  



Une bonne amvie  et une muRtipficatian dann Lea inoc&& et Le 

6 0 1  conciLCLonnent douvent La néundLte de C ' inocuRdon am5&ici&e de 

Rhizobium. Séchehaae et 4&vi?Z poben;t, à ce t  égatrd, un c a t a i n  nom- 

bne de phobLèmu in;tunment fi&. 

L1impu/ttance de C ' Q  dam C a  did~etrent4 Z g p u  de buppom2, n o u ~  

a daLt envhageh C1é;tude d a  n&&rn evLtrre la b m v i e  de Rhizobium 

meliloti & l e  deghé de d & h y M o n  attdnt. Lré;tude de p c ~ ~ ~ m a  

;teRn yl;e la pxéaence de l'oxygène, l a  vL tane  de d é s h g c h t ~ n ,  C'âge 

phg~ioCogique d a  c ~ U u R a  et La pfiéaence de poLgbaccha&de?l n o u  a 

p W  d'appnécim L'a, o p f i d e  de cor~mv&on. 

La pnacasun de cornenvation doive& p m m e  Ce n i a i d e n  Li&&- 

ghaX d a  cahaotèfia g é n W q u a  de kh bouche ; l ' a p p U o n  de rndd 

dam no6 c o n ~ m  expéLuneMAaea a donc &té hechmchée. 

D'aWLe p&, la a ~ ~ é  et pm voie de ccméyuence L'cr, in2jluen- 

cent noZablement La cnoiAbance de f;hizoblun. h l o u  avom donc Ltudié, 

en toute p/tmiè/rs apphoche, L1aw w i h d e  et o p f i d e  de crrahaaizce 

de y u & y u ~  houcheil de Rhizobium en miLieux fiquidea. Endin, L'in62uen- 

ce dl&veviitu& obmofiég&ateum 4 u h  La cilohbance et l a  toLEhance à l a  

covuehvatian à as O a &té envhagée. 



M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  



I , - LES SOUCHES BACTÉRI ENNES ÉTUDIÉES 

Nous avons étudié trois souches : 

- la souche de R k i z o b h  ma! i lo ; t i  M2011 provenant de l'Institut 

National de la Recherche Agronomique - 78000 Versailles, 
France ; 

- la souche de R k i z o b h  rn&i!ilafi M1.5 provenant de la Faculté 

des Sciences Agronomiques de Gembloux - 5800 Gembloux (FSAG), 
Belgique ; 

- la souche de Rkizobh.m j a p o d c u m  55 provenant également de la 

FSAG - 5800 Gembloux, Belgique. 

Les deux premières souches (M2011 et M1.5) ont été isclées de 

nodules de Medicago n&va et sont à croissance rapide. La dernière 

(J5) a été isolée de nodules de soja et est à croissance lente. Les 

souches M1.5 et 55 ont été essentiellement étudiées lors de l'influ- 

ence de l'aw sur la croissance de R k i z a b h .  

La consenration des souches est pratiquée soit à partir d'isole- 

ments sur boîte de Petri, soit sur gélose inclinée,coulée en tube 

fermé par un capuchon à vis, conservés tous deux à + 4°C. 

Les souches sont également conservées à - 2 0 " ~  en milieu R.C.L. 
mannitolé à 1 % et additionné de 20 % de glycérol. 



II, - LES M I L I E U X  DE CULTURE 

- Milieu Rkizatuurn Complet : R.C.,DELATTRE (40). Sa composition 

est la suivante : 

. K2HP04 ............................ 1 g 

. MgS04, 7H20 ....................... 0,2 g 
......... . Extrait de levure (Difco) 1 g 

. Eau distillée ............... q.s.p 1 litre 

Le pH est ajusté à 25'~ entre 7 et 7,5 et le milieu stérilisé par 

autoclavage à 120'~ pendant 20 minutes. La source de carbone (mannitol) 

est ajoutée à la concentration finale de 1 %. 

Ce milieu liquide (R.C.L.) a été utilisé comme milieu de produc- 

tion de cellules de R h L z o b h .  Gélosé à 1,2 %, il nous a servi de mi- 

lieu de dénombrement, d'isolanentet de conservation (R.C.G.) 

- Milieu Tryptone Yeast : T.Y. de composition suivante : 

. Tryptone (Difco) .................. 5 g 

......... . Extrait de levure (Difco) 3 g 

. CaC12, 2H20 ....................... 0,88g 

. Eau distillée ...............q. s.p. 1 litre 

Le CaC12, 2H O est stérilisé séparément et ajouté stérilement 2 
au moment de l'emploi. Le milieu de base est stérilisé à 120'~ Pen- 

dant 20 minutes. 

- Milieu minimum R.,DELATTRE (40). Sa composition est définie 
comme suit : 

............................ . K2HP04 0,s g 

............................ . NH4N03 0,s g 

....................... . MgS04, 7H20 0,2 g 

. Eau distillée ...............q. s . p .  1 litre 

Le pH est ajusté entre 7 et 7,5 et le milieu stérilisé à 120'~ 



pendant 20 minutes. Le mannitol est ajouté à concentration finale de 

1 2.  La biotine à 0,01 pg/ml et la thiamine à 0,5 yg/ml (concentra- 

tions finales) sont stérilisées par filtration (0,2 pm) et ajoutées 

stérilement au moment de l'emploi. 

III, - L E  TAMPON DE NON PROLIFÉRATION : T l N , P s  

11 présente la composition suivante : 

. K2HP04 ............................ 1 g 

. MgS04, 7H20 ....................... 0,2 g 

. Eau distillée ...............q. s.p. 1 litre 

Le pH est ajusté entre 7 et 7,5 et le tampon est stérilisé à 1 2 0 ~ ~  

pendant 20 minutes. 

Ce tampon a été utilisé pour réaliser les dilutions décimales et 

nous a permis de laver et de remettre en suspension les cellules bac- 

tériennes. 

I V l  - LES PRÉCULTURES ET CULTURES 

Les précultures ont été effectuées dans des tubes de verre (20 x 

220 mm), contenant 5 ml de milieu R.C.L. et fermés d'une bourre de co- 

ton cardé. Chaque tube est inoculé par un clône provenant d'un isole- 

ment. 

Lorsque les expériences nécessitent une masse bactérienne plus im- 

portante, 1 ml de cette préculture est ensemencé dans un flacon (de 



300 ml) contenant 50 à 100  ml de milieu R.C.L. et fermé par une bourre 

de coton cardé entouré d'une gaze. 

L'incubation de ces cultures est toujours réalisée à + 3 0 ' ~  sur 

table d'agitation rotative (MVS.3 Biolafitte) à 85 rotations par mi- 

nute pour les flacons et sur table d'agitation horizontale (Biolafit- 

te) à 50 saccades par minute pour les tubes. 

Des isolements sont systématiquement effectués par épuisement 

d'une ose sur trois boîtes de Petri contenant 2 0  ml de R.C.G. Une ob- 

servation microscopique est réalisée lorsque subsiste le moindre doute. 

Régulièrement les souches de R k i z o b h  r n a o f i  sont testées pour leur 

infectivité sur la luzerne (Medieaga aat iva ,  variété "Magali") par des 

techniques déjà éprouvées au laboratoire. 

V a  - LES METHODES D'ÉVALUATION DE LA CROISSANCE BACTÉRIENNE 

A .  - METHODES PHYSICO-CHIMIQUES 

La croissance est contrôlée par mesure de l'absorbance à 6 0 0  nm, 

au spectrophotomètre ZEISS. Dans certains cas, nous avons suivi l'é- 

volution du pH. 

B. - METHODES MICROBIOLOGIOUES 

Les dilutions décimales sont effectuées dans le T.N.P. en prenant 

bien garde d'agiter convenablement au Vortex. Pour chaque àilution, 

une partie aliquote de 1 ml est prélevée et déposée au fond d'une 

boîte de Petri. On coule alors 2 0  ml de milieu R.C.G. préalablement 



fondu et gardé à 45OC. On homogénéise parfaitement. Deux ou trois boî- 

tes sont ensemencées pour chaque dilution. La lecture s'effectue après 

quatre jours d'incubation à 30'~. 

11 nous faut rappeler que l'a, et l'Humidité Relative sont deux 

grandeurs proportionnelles et que dans une enceinte close à l'équili- 

bre, il y a équivalence entre 1'H.R. de l'air et l'aw de l'échantil- 

lon placé dans cette enceinte (30). 

Ex. : pour une H.R. de 43 %, à l'équilibre, nous aurons une a, 

de 0,43 pour l'échantillon. 

A. - SOLUTIONS ETALONS D'aw 

Elles sont utilisées pour régler ~'H.R. de l'atmosphère dans une 

enceinte de volume restreint. Le conditionnement de l'atmosphère peut 

s'effectuer soit en statique à pression atmosphérique ou sous vide, 

soit en dynamique. 

Deux types de solutions peuvent être utilisés : 

- solutions saturées de sel ou de solutés de faible masse molé- 
culaire ; 

- solutions plus ou moins diluées de glycérol, d'acide sulfurique, 
de chlorure de lithium et de chlorure de sodium. 



Lors de l'étude de la conservation de l ? & z ~ b i u n  rn&itoLi 201 1 à 

différentes aw, nous nous sommes servi des solutions saturées de sels pour 

imposer l'aw de conservation. 

B. - SOLUTIONS SATUREES DE SELS OU DE SOLUTES DE FAIBLE MASSE 

MOLECULAIRE 

Il convient d'utiliser des sels de grande pureté chimique et de 

l'eau distillée. Ces solutions saturées ont été obtenues par disso- 

lution et saturation à chaud, après refroidissement un excès de cris- 

taux est ajouté. 

Ces solutions saturées sont d'un emploi aisé, cependant les gam- 

mes ~'H.R. (donc d'aw) obtenues sont discontinues et pour une même 

a, des écarts importants peuvent être observés entre les différentes 

sources bibliographiques. 

Les principales valeurs d'aw correspondant aux solutions saturées 

sont résumées au tableau 5. Ce tableau résulte de différentes études 

bibliographiques effectuées par BIZOT et coll. cités par MULTON et coll. 

(72). 

C. - PROTOCOLE EXPERIMENTAL RETENU LORS DE CETTE ETUDE 

Comme support de déshydratation et de conservation, nous avons 

utilisé des membranes de filtration Sartorius (type SM 11307 de dia- 

mètre 37 mm et de porosité 0,2 pm) dans la majorité des cas. Pour 

quelques expériences, des membranes Millipore (type H M  de diamètre 

47 mm et de porosité 0,45 ym), ont été utiliségégalement. Ce type de 

support est très souvent employé lors d'expériences de ce genre 

( 9  , 51 et 98). 



TABLEAU 5 - ACTIVITE DE L'EAU DES SOLUTIONS SATUREES POUR 
TROIS TEMPERATURES . COLLATIONNE D ' APRES LES 
DONNEES LES PLUS SURES DE LA LITTERATURE SELON 
BIZOT et coll. CITES PAR MULTON et coll. (72) 

NaOH 

Li C 1 

Cr03 
KZCO32H20 

Mg (NO3I2 
Na2Cr207 
NaBr 
CuC12 
K 1 

SrC1 
NaN03 
NaC 1 



Une culture bactérienne de densité optique (à 600 nm) 1,2 est 

centrifugée sur Sorval R.C. 2 à 6 500 tours/minute (soit 6876 g, le 

rotor étant un GSA) pendant 15 minutes. Après reprise dans le T.N.P., 

les cellules sont centrifugées à nouveau et reprises dans du T.N.P.. 

La concentration cellulaire initiale, toujours comprise entre 1 et 
9 3.10 bactéries/ml, a été choisie de manière à éviter un nombre trop 

important de couches cellulaires sur la membrane de filtration. La 

formation de telles couches entraînerait une perte en eau ralentie (98). 

La suspension bactérienne préparée de cette manière, est rapide- 

ment filtrée à raison de 1 ml par mise sous vide rapide de la fiole 

de filtration (en 5 s .) . 
L'ensemble filtre et bactéries est prélevé stérilement et déposé 

sur un disque de carton sec ("dry absorbent pads") afin d'enlever 

l'excès d'eau retenu à la face inférieure du filtre. 

Cet ensemble est alors repris et disposé dans un tube de 16 mm de 

diamètre et 100 mm de hauteur. 

Ce tube est placé stérilement dans une enceinte de 125 ml con- 

tenant 20 ml de solution sur-saturée (provoquant 1'H.R. et donc l'a, 

désirées). 

Nous avons retenu les solutions saturées des sels suivants pour 

obtenir les a, respectives : 

Sels aw = H.R./100 

KC 1 O ,83 
NaC 1 O ,75 
NaN02 O ,66 

K2C03 O ,43 
KC2H302 0 ,22 



Le silica gel (Prolabo) de granulométrie 2 à 3,s mm, permet d'ob- 

tenir une a, de O. En plusieurs occasions, des enceintes, contenant de 

l'eau distillée (aw l ) ,  ont été utilisées pour montrer l'absence de 

léthalité dans de telles conditions de conservation (66). 

L'échantillon est déposé dans l'enceinte, à a, désirée ; celle-ci 

est alors bouchée hermétiquement par un opercule en caoutchouc et une 

capsule évidée à vis. 

L'enceinte est mise sous vide ou laissée à pression atmosphérique 

suivant l'expérience. Elle est entreposée à 30'~. 

6 

Après des durées de conservation déterminées, les échantillons 

sont réhydratés par 2 ml de T.N.P. Un aliquot de 0,5 ml est prélevé 

pour la numération. Sur la partie restante, nous effectuons systéma- 

tiquement un isolement. 

VI 1 - LES MÉTHODES D'ÉTUDE DE LA CROISSANCE DE R f f l Z O B l U M  

EN MILIEUX DE DIFFÉRENTES aw 

A.  - PRINCIPE 

Les microorganismes nécessitent la présence de substances nutri- 

tives (source de carbone, d'azote, éléments minéraux, facteurs de 

croissance, etc ...) pour assurer leur croissance. Suivant la défini- 
tion même de l'a,, tous ces éléments contribuent à la diminution de 

l'a,. L'a, des milieux de culture pour microorganismes sera donc tou- 

jours inférieure à 1 (a, de l'eau pure). Signalons que l'aw de la ma- 

jorité des milieux de culture utilisés en bactériologie courante se 

situe à 0,995 et que la stérilisation des milieux n'entraîne une di- 

minution d'a, que de 0,0001 à 0,0002 unité a~ (32). L'aw des milieux 

utilisés lors de cette étude ne nous est pas connue avec précision ; 



cependant, la composition du milieu R.C. mannitolé est voisine de celle 

du milieu Yeast Extract Mannitol d'a, 0,9990 (25a), Cette valeur a été 

considérée comme valeur de base. 

B. - REALISATION DE MILIEUX A DIFFERENTES aw 

Afin de réaliser une gamme de milieux à différentes a,, nous nous 

sommes reporté à des tables citées dans la bibliographie : LEISTNER et 

RODEL (58) tableau 6, ROBINSON et STOKES cités par MICHAUD-GOUBLET 

^ (70) tableau 7. Ces tables nous donnent des valeurs de diminutions 

d'a, réalisées par l'emploi de différents solutés. 

Les valeurs de réductions d'a, citées dans la littérature corres- 

pondent à des solutions aqueuses, pures de solutés. Les valeurs d'aw 

citées seront donc valables, si nous admettons qu'il n'y a pas d'in- 

terférences entre les substances nutritives du milieu et le soluEé 

ajouté pour en modifier l'a,. Certains auteurs (33) estiment que de 

telles interactions ne peuvent modifier de manière sensible la baisse 

d'aw produite. 

Pour une même diminution d'aw, nous avons utilisé trois et par- 

fois quatre solutés différents afin de détecter une éventuelle toxici- 

té de ces solutés (tab. 8). Lors de ces expériences, le flacon de 

culture est toujours hermétiquement fermé par un opercule en caoutchouc. 



TABLEAU 6 - DIMINUTION D'aw CAUSEE PAR DIFFERENTS SOLUTES, DIAPRES 

LEISTNER e t  RODEL (58) 

Baisses d'a, provoquées par  l e s  so lu tés  à (%)  

Solutés 

0 , 1 0,3 190 2 ,O 3 ,O 5 ,O 

L i t h ium ch1 o r ide  

Sodium ch1 o r i  de 

Polyphospha t e  

1,2-Propyl ène- gl  y c o i  

Sodium c i t r a t e  x 5,5 Hz0 

Ascorbic ac id  

G l  ucono-d-1 actone 

Sodium acétate, c r y s t  

Sodium hydrogentar t rate 

Glycérol  

Potassium sorbate 

G l  ucose 

Lactose 

Sucrose 

M i l  k p r o t e i n  

F a t  



TABLEAU 7 - aw DE DIVERSES SOLUTIONS AQUEUSES PURES DE 
SOLUTES A DIFFERENTES CONCENTRATIONS, DIAPRES 
ROBINSON et STOKES CITES PAR MICHAUD-GOUBLET (70) 

NaC 1 KC 1 CaC12 
m 

a w  aw aw 



TABLEAU 8 - CONCENTRATIONS, EXPRIMEES EN %, DE DIFFERENTS 

SOLUTES POUR OBTENIR DES BAISSES D ' a w  

CROISSANTES 

S o l  u t é s  

B a i s s e  \ L i C l  N a C l  A c é t a t e  d e  Glycérol 

d ' a w  d e  KC1 Na, 3H20 



R E S U L T A T S  E T  D I S C U S S I O N  



1, - ÉTUDE DE QUELQUES PARAMÈTRES INTERVENANT DANS LA 
CONSERVATION DE RfflZOBlUM MELlLOTl 2011 A 
DI FFÉRENTES aw 

A. - ETUDE DE LA PERTE EN EAU DES ECHANTILLONS DANS DES ENCEINTES A 
DIFFERENTES HUMIDITE RELATIVE 

Les membranes de filtration (Sartorius type SM 11307, diamètre 37 

mm et porosité 0,2 pm) sont utilisées comme support de filtration et de 

dessiccation. Après pesée (Pl), la membrane est montée sur l'appareil 

de filtration et un millilitre de suspension bactérienne, lavée de son 

milieu de culture, est filtré par mise sous vide rapide de l'appareil 

(cinq sècondes). La membrane est ensuite déposée sur un disque de car- 

ton sec ("dry absorbent pads") pour enlever l'excès d'eau. Elle est à 

nouveau pesée très rapidement (Pz). La teneur initiale en eau de l'é- 

chantillon est estimée (P2 - Pl). La memlrane est alors placée dans 

un dessiccateur à H.R. constante. Une série d'échantillons est ainsi 

réalisée. A intervalles réguliers, un échantillon est pesé rapidement 

pour apprécier la perte en eau en fonction du temps. 

Deux types d'expériences ont été réalisées : 

- perte en eau dans des enceintes à différentes H.R. sous pression 

atmosphérique, 

- perte en eau dans les mêmes enceintes mises sous vide. 

Dans de telles conditions de filtration, la teneur initiale en eau 

des échantillons est relativement homogène : 70 mg f 5 mg. Lors des 

travaux antérieurs ( 6 6 ) ,  l'emploi de membrane Millipore (diamètre 47 mm 

et porosité de 0,45 um) ne nous avait pas permis d'atteindre cette pré- 

cision ; la teneur initiale en eau était de 130 mg * 30 mg. 

 étude des résultats représentés en fig. 3 et 4 nous permet 

d'affirmer que la perte en eau est linéaire. 

La solution sur-saturée impose non seulement une H.R. caractéristi- 

que mais également une vitesse de transfert de l'eau. 



FIGURE 3 - EVOLUTIOM DE LA TENEUR EN EAU DES ECHANTILLOiJS 

EN FONCTION DU TEMPS, DANS DES ENCEINTES A 

PRESS ION ATFOSPHERIQUE ET A DIFFERENTES H. R. 

Temps en heures 

- H.R. de O (O), 22 ( V I ,  
43 ( A ) ,  66 ( R ) ,  75 
e t  85 % (A). 



FIGURE 4 - EVOLUTION DE LA TENEUR EN EAU DES ECHANTILLONS EN 

FONCTION DU TEMPS, DANS DES ENCEINTES SOUS VIDE 

PARTIEL A DIFFERENTES H.R. 

Temps e n  h e u r e s  

- H.R. de O ( O ) ,  22 (v), 
43 ( A ) ,  66 (i), 75 ( v ) ,  
e t  85 % (A). 

I 



La mise sous vide partiel de l'enceinte de dessiccation accélère 

de manière notable les vitesses de perte en eau ;d'un facteur 15, quand 

on utilise les solutions sur-saturées et seulement d'un facteur 4,5 

dans le cas d'utilisation du silica gel activé. 

Les temps nécessaires à l'obtention des équilibres, sous vide et 

à pression atmosphérique, dans des enceintes à différentes H.R. et la 

perte en eau par heurecalculée pour un échantillon ayant une teneur 

initiale en eau moyenne de 70 mg, sont résumés dans le tableau 9. 

La linéarité de la perte en eau à partir d'échantillons soumis 

à une H.R. donnée a déj3 été signalée par VINCENT et coll. (97). Ces 

auteurs situent l'obtention de l'équilibre en 6, 8 et 10 heures dans 

des enceintes sous pression atmosphérique à H.R. O %, 2 0  % et 60 % 

respectivement. 

Il semble certain que le volume de la solution sur-saturée par 

rapport au volume total de l'enceinte, la quantité d'eau à retirer, la 

proximité de l'échantillon de la surface de la solution et enfin une 

opération sous vide partiel peuvent influencer notablement la durée de 

temps nécessaire à l'obtention de l'équilibre. 

Compte-tenu de la faible quantité de cellules par rapport au sup- 

port et de la précision des pesées, il nous est très difficile de dé- 

terminer La teneur finale en eau des échantillons ainsi que l'évolu- 

tion de la perte en eau en-dessous d'une teneur de 0,2 mg. 

B. - INFLUENCE DE L'OXYGENE SUR LA CONSERVATION DE RHIZOBIUM 
MELILOTI 2011 A DIFFERENTES aw 

Afin d'apprécier l'influence de ce'paramètre, nous avons étudié 

les combinaisons de traitements suivants : 



TABLEAU 9 - TEMPS NECESSAIRE A L'OBTENTION DES EQUILIBRES ET PERTESEN EAU PAR 

HEURE, POUR DES ECHANTILLONS AYANT UNE TENEUR INITIALE EN EAU DE 

70 mg, DANS DES ENCEINTES A DIFFERENTES H.R. A 30°C 

Enceinte sous v ide  Enceinte à pression 

Humi d i  t é  p a r t i  e l  atmosphérique 

r e l a t i v e  de ' ' Temps nécessai r e  Perte en en % Temps nécessaire 
aux é q u i l i b r e s  eau (mg H201h) Per te en aux é q u i l i b r e s  eau (mg H201h) 

en heures en heures 



- déshydratation et conservation à pression atmosphérique, 

- déshydratation à pression atmosphérique et conservation sous 

vide, 

- déshydratation et conservation sous vide, 
- déshydratation sous vide et conservation en présence d'air. 

Les échantillons sont déshydratés à la vitesse qui est imposée 

par la solution sur-saturée (ou le silica gel activé). 

Ex. : Pour les échantillons conservés à une H.R. de 22 %, la dé- 

shydratation à pression atmosphérique s'effectuera en 9,22 heures et 

en 0,58 heure sous vide conformément aux temps déterminés précédemment. 

L'analyse des résultats obtenus (fig. 5) permet de préciser un 

certain nombre de points : 

- Les taux de survie obtenus juste après déshydratation rapide 
sont légèrement inférieurs à ceux observés après déshydratation lente 

(notamment pour les dessiccations menées jusque des a, de O ; 0,22 et 
0,43). Les taux de survie relevés après conservation, quelle que soit 

l'aw de conservation, sont nettement supérieurs lorsque la phase de 

déshydratation a été pratiquée de manière lente plutôt que de manière 

rapide. La seule exception se présente pour une conservation à a, 

0,66. Ces observations feront l'objet d'une étude particulière. 

- Après déshydratation lente, l'a, optimale de conservation en 

présence d'air serait de 0,43. Des déshydratations plus poussées (< 

à 0,43) ou moins complètes (> à 0,43) seraient nocives. 

- Après déshydratation rapide, il semble très difficile de pré- 
ciser une a, optimale de conservation. En effet, si dans les premiers 

temps de conservation les meilleurs taux de survie sont observés pour 

des a, élevées, dans tous les cas Studiés R ~ z a b h m  M2011 disparaît 

totalement après 5 à 10 jours de conservation. Nous retrouvons là un 

certain nombre de résultats acquis (66). 



FIGURE 5 - INFLUENCE DE L'OXYGENE SUR LA CONSERVATION DE 
EHiZOBlUdn MELILOT? El2011 A DIFFERENTES aw 

Temps en jours 

déshydratation lente e t  conservation sous vide 

i déshydratation lente e t  conservation sous a i r  
A déshydratation rapide e t  conservation sous vide 
A déshydratation rapide e t  conservation sous a i r  



- Dans la majorité des cas la présence d'air pendant la conserva- 
tion est néfaste. Ce phénomène est surtout marqué pour les aw de con- 

servation 0,43 et 0,66 ainsi que pour une conservation à aw O,E5 après 

déshydratation rapide. 

~ ' a ~  optimale de conservation en présence d'air déterminée à 0,43 

lors de cette étude est voisine de celle trouvée par de nombreux au- 

teurs : en présence d'air, les a, de conservation O et 0,22 sont plus 

nocives que l'aw 0 , 4 3  chez S&on&ta n e q o h t  ( 8 4 ) ,  les aw 0,75 et 0,58 

seraient plus nocives que l'aw 0,44 chez Rhizobium m U o i t i  (42). 

Lors de nos expériences, la mise sous vide des échantillons con- 

servés à aw O et 0,22 ne permet pas d'augmenter les taux de survie et 

ce quelle que soit la vitesse de déshydratation. Ces observations n'im- 

pliquent pas que T?kizob&un est insensible à l'oxygène à des niveaux 

de déshydratation poussés. En effet, la sensibilité à l'oxygène des 

microorganismes déshydratés a été démontrée par de nombreux auteurs 

(60, 84 et 101). 

Le niveau de déshydratation où les effets de l'oxygène sont les 

plus marqués fait aussi l'objet de nombreuses controverses. Les effets 

léthaux de l'oxygène apparaissent à des aw inférieures à 0,22 chez 

S a h o n ~  nWpoRX (84), inférieures à 0,4 chez E. c o f i  (loi) et infé- 
rieures à 0,s chez S W  m a n c a c e m  (101). 

En ce qui concerne R k z o b h  (M2011), nos résultats montrent qu'un 

début de sensibilité à l'oxygène apparaît à une aw de 0,43 voire 0,66. 

En effet, à ces niveaux de déshydratation, nous constatons une amélio- 

ration très nette dans les taux de survie consécutive à une mise sous 

vide (malgré la présence de traces d'oxygène). 

11 semblerait que les différences de sensibilité à l'oxygène en 

l'état déshydraté, suivant les espèces bactériennes, soient en relation 

avec leurs capacités à retenir l'eau à une aw donnée ou à la position 

de ces moiécules d'eau dans leurs structuress inacromoléculaires (101). 



Nos résultats montrent qu'il est impossible de soustraire les 

échantillons bactériens déshydratés à l'action de traces d'oxygène 

(pendant les phases de conservation et de réhydratation) sans alourdir 

considérablement nos conditions expérimentales. 

Les expériences ultérieures ont donc été menées en présence d'oxy- 

gène et il convient de garder à l'esprit que la léthalité observée 

après conservation à aw O ; 0,22 et 0 , 4 3  pourrait être notablement 

diminuée en l'absence de toute trace d'oxygène. 

C. - INFLUENCE DE L A  VITESSE DE DESHYDRATATION SUR LA SURVIE-DE - - 

Rff lZOBlUM CONSERVE A DIFFERENTES aw 

1 - Etude de la léthalité, observëe en conservation, en . 

fonction de la vitesse de déshydratation 

La sensibilité à l'oxygène des cellules, plus ou moins déshy- 

dratées, de R&zobiwn rn&ito;ti n'empêche pas qu'une déshydratation 

lente et une conservation effectuées toutes deux à pression atmosphéri- 

que se révèlent moins nocives qu'une déshydratation rapide sous vide 

suivie d'uneconservation sous vide. La vitesse de déshydratation semble 

donc être un paramètre déterminant. Afin de déterminer la vitesse opti- 

male de dessiccation et d'apprécier si l'a, optimale de conservation 

n'est pas fonction de la vitesse de dessiccation, nous avons étudié six 

vitesses de déshydratation. Dans tous les cas l'étape de conservation 

à différentes aw s'effectue sous air à pression atmosphérique. 

Nous avons constaté antérieurement que la solution sur-saturée 

de sel impose une vitesse de déshydratation : nous avons.mis à profit 

cette propriété pour obtenir des vitesses de déshydratation différentes. 

Trois vitesses, considérées comme rapides (perte en eau supé- 

rieure à 20 mg/h), sont réalisées par mise sous vide partiel du dessic- 

cateur pendant la phase de déshydratation. 



La première vitesse est caractéristique de l'enceinte où la 

conservation va s'effectuer (ex. : si l'on conserve l'échantillon à 

aw 0, celui-ci sera déshydraté sous vide partiel à une vitesse de 

38,2 mg/h ; à l'équilibre l'enceinte est remise sous air). 

Les deux autres vitesses sont imposées respectivement par une 

enceinte mise sous vide où règne une H.R. de 75 % (perte en eau de 

32,8 mg/h) et une enceinte à H.R. de 43 % (perte en eau de 70 mg/h). 

Lorsque l'équilibre est atteint dans ces enceintes les échantillons 

sont transférés rapidement dans l'enceinte de conservation qui est 

alors laissée sous air. 

Les trois vitesses considérées comme lentes (perte en eau 

inférieure 3 8,75 mg/h) sont obtenues de manière identique mais les 

enceintes sont laissées à ~ression atmosphérique pendant la déshydra- 

tation et la conservation. 

Les vitesses imposées par une enceinte à H.R. de 75 %. mise 

sous vide ou non ont été retenues pour deux raisons : 

- à cette H.R., les cellules ne possèderaient plus d'eau 

congelable (8 , 5 1 et 102) ; 

- les cellules possèdent encore des teneurs en eau supérieu- 
res à celles soumises à aw O ; 0,22 ; 0,43 et 0,66. La 

déshydratation aux vitesses imposées par cette H.R. peut 

donc être poussée à son maximum, pour les échantillons qui 

seront répartis en conservation à des H.R. inférieures, 

sans risque de dépassement. Un tel problème se pose dans 

le cas d'une conservation à H.R. de 85 % ; dans ce cas la 

déshydratation dans l'enceinte 5 H.R. de 75 % est arrêtée, 

juste avant l'équilibre, à une teneur résiduelle en eau 

estimée à 2 mg. 

Les mêmes remarques s'appliquent aux choix des vitesses im- 

posées par une enceinte à H.R. de 43 %. Dans ce cas, nous étudions 

l'influence de la vitesse de déshydratation jusqu'à un stade de déshy- 

dratation plus poussé. Pour les conservations à H.R. cie 66 % et 85 %, 

la phase de déshydratation à 9.R. de 43 % est arrêtée à une teneur 



résiduelle de 2 mg. Pour une conservation sous air, à a, 0,43, nous 

avons également testé une vitesse de déshydratation imposée par une 

enceinte à H.R. de O % laissée à pression atmosphérique (perte en eau 

de 8,75 mg/h), avec les précautions précédemment citées. 

Nous avons émis les hypothèses de travail suivantes : 

- deux échantillons (l'un déshydraté sous vide partiel, l'au- 
tre à pression atmosphérique) présentent à l'équilibre, 

dans une enceinte donnée, des teneurs en eau résiduelles 

identiques ; 

- lorsque cette teneur est atteinte (à deux vitesses diffé- 

rentes) les échantillons placés dans les enceintes de 

conservation doivent perdre les dernières quantités d'eau à 

un rythme identique dans les deux cas. 

Si le retrait des dernières c~uches de molécules d'eau est 

le facteur déterminant, il semble logique d'admettre que quelle que 

soit la vitesse de la première phase nous devrions obtenir des résul- 

tats similaires. 

Les résultats obtenus (fig. 6 et 7 ) ne semblent pas argumenter 

en ce sens. 

En effet, si nous comparons les taux de survie obtenus pour chaque 

a, de conservation dans les situations suivantes : 

- d'une part : déshydratations lente et rapide (2 mg/h et 32,8 mg/h) 
imposées jusqu'à une teneur en eau résiduelle caractéristique 

de l'a, 0,75 puis déshydratation à vitesse identique jusqu'à la 

teneur en eau caractéristique de l'a, de conservation ; 

- d'autre part : déshydratations lente et rapide (4,9 mg/h et 
70 mg/h) ; 

nous constatons que les déshydratations rapides sont toujours beaucoup 

plus nocives sauf dans le cas d'une conservation à aw O après des vi- 



FIGURE 6 - EFFETS DE DESHYDRATATIONS LENTES SUR LA SURVIE DE 67 
Rff lZOBIUM MEL7LiT1 M2011 LORS DE CONSERVATIONS 

SOUS AIR A DIFFERENTES aw 

Temps en j ou r s  

Les p e r t e s  en eau ,  exsrimées en rng/h., s o n t  de 8,75 ( O ) ,  
7,60 ( v ) ,  4,90 ( A ) ,  3,10 ( A ) ,  2,00 ( a )  e t  1,40 ( O ) .  



FIGURE 7 - EFFETS DE DESHYDRATATIONS RAPIDES SUR LA S U R V I E  

DE RHTZOBTUM MELTLOTl lt2011 LORS DE CONSERVATIONS 

SOUS AIR A DIFFERENTES aw 
4 

1 5 10 
Temps en j o u r s  

Les per tes  en eau, exprimées en mg/h., son t  de 120 (V), 
70 ( A ) ,  42,40 ( A ) ,  38,20 ( O ) ,  32,80 ( 3 )  e t  20,40 ( O )  



tesses de déshydratation imposées par une enceinte à H.R. de 75 %. 

Compte-tenu des teneurs résiduelles en eau atteintes dans de telles 

conditions, il semblerait que la majorité des dommag'es soit réalisée 

lors de la perte rapide de l'eau libre ou très faiblement liée. Il 

n'est cependant pas exclu qu'une accélération ou un ralentissement 

dans le retrait de l'eau liée puisse influer notablement sur les taux 

de survie observés en conservation. 

Pour les déshydratationsrapides, à chaque diminution de la vitesse 

de déshydratation correspond une augmentation des taux de survie ob- 

servés après conservation. Cependant, la conservation de RhLzvbium 
r n ~ v f i  2011 après déshydratation rapide, quelle que soit l'aw de 

conservation, est très mauvaise. On constate une disparition totale de 

la viabilité après 4 à 5 j. (fig. 7). 

La conservation après déshydratation lente nous donne de bien 

meilleurs taux de survie. Cependant, une diminution de ces vitesses ne 

permet pas d'obtenir d'amélioration ; ce phénomène est d'autant plus 

net que l'aw de conservation est faible (fig. 6). Les réponses obser- 

vées présentent un aspect biphasique très marqué tendant à disparaî- 

tre au fur et à mesure que l'aw de conservation s'élève. 

Quelle que soit la vitesse de déshydratation, la conservation 

sous air à une aw 0,66 reste très nocive pour la survie de R h L z o b h .  

De manière générale, des dommages sévères sont observés après des 

déshydratations rapides chez des Angiospermes (49) et des Bryophytes 

(83a) 

De même, chez un certain nombre d'espèces bactériennes, une des- 

siccation rapide, jusqu'à une aw de 0,31, provoque des taux de survie 

en conservation nettement inférieurs à ceux observés dans les mêmes 

conditions de conservation mais après di5shydratation lente (5 ). 



Nos résultats semblent conformes à ceux de ces travaux et per- 

mettent d'étendre ces notions à R & z o b h ~  M2011 quel que soit le niveau 

de déshydratation atteint (de 0,85 à O). La nocivité des déshydrata- 

tions rapides résulterait du retrait rapide de l'eau libre. 

Quelle que soit la vitesse de déshydratation l'a, optimale de con- 

servation sous air serait de 0,43. 

L'aspect biphasique des réponses observées après déshydratation 

lente suivie de conservationsà des a, 0,43 ; 0,22 et O pourrait être 

interprété par 1a.formation d'une couche de cellules mortes créant un 

environnement protecteur ou ralentissant le retrait de l'eau (41, 98). 

Ce mécanisme serait totalement inefficace dans les conditions de déshy- 

dratations rapides et drastiques et inopérant dans le cadre des conser- 

vations à aw 0,66 et 0,85. Cet aspect biphasique pourrait également 

s'interpréter par un retrait très lent de l'eau liée dans les conditions 

de déshydratations lentes. Le véritable temps d'équilibre serait alors 

augmenté de 4 jours pour l'a, O et d'un jour pour les a, 0,22 et 0,43, 

la première phase correspondant à la mortalité de R ~ z o b h  au cours 

de la dessiccation. Ce genre bactérien serait alors particulièrement 

sensible à la dessiccation. Nous ne pouvons éliminer à priori cette 

possibilité ; cependant, un certain nombre d'auteurs, travaillant dans 

des conditions similaires, ne signalent pas de phénomène analogue 

( 5, 51, 54, 97 et 98). 

2 - Détermi na t i on  de 1 ' étape de pe r te  en eau où apparai ssznt  

l e s  dommages subis après déshydratat ion rap ide 

Pour chaque a, de conservation, nous avons réalisé trois 

types d'expériences : 



- une déshydratation rapide est menée sous vide partiel 
jusqu'à son terme et la conservation s'effectue sous 

air (courbe témoin) ; 

- le même type de déshydratation est réalisé mais, cette 

fois, l'échantillon est réhydraté (jusque 70 mg H20) 

puis déshydraté à nouveau de manière lente. La conser- 

vation s'effectue sous air ; 

- une déshydratation lente sous air et conservation 
sous air nous servent de courbe-témoin conplémentaire. 

Les résultats de ces expériences sont rassemblés dans 

la figure 8. Ils montrent que les dommages subis lors d'une déshy- 

dratation rapide sont réversibles après simple réhydratation, mais 

pas d'une façon totale. 

De tels résultats ont déjà été démontrés pour d'autres 

espèces bactérienfies ( 5 ) . 

6) EdtbnaLbn d u  taux de dunvie, obamvéd en cavinmvn- 

fian, awès dé6 hydtrata;tion m p d e  j w  yu' à une Xeneu,t 

en eau de 5 mg et déd hrjckub.tian Leutte, jwqu' à l a  
Zenem calrac;tédfique de R'Q, 

Trois types d'essais ont également été réalisés lors de 

ces expériences : 

- une déshydratation rapide est corduite sous vide jus- 
qu'à une teneur en eau de l'ordre de 5 mg, l'enceinte 

est alors remise sous air et les derniers 5 mg sont 

alors éliminés à la vitesse caractéristique des 

déshydratations lentes ; 

- le même type de déshydratation rapide et incomplète 
(jusque 5 mg H20) suivie d'une réhydratation (70 mg 

H20) ~ u i s  d'une déshydratation lente est également 

réalisé ; 

- une déshydratation lente nous sert d'essai témoin. 



FIGURE 8 - EFFETS D'UNE DESHYDRATATION RAPIDE SUIVIE D'UNE 

1 

1 5 1 O 15 
Temps en j ou rs  

déshydratat ion l e n t e  e t  conservat ion sous a i r  

A déshydratat ion rapide, réhyd ro ta t i on  e t  déshydratat ion 
l e n t e  pu i s  conservat ion sous a i r  

PI déshydratat ion rap ide  e t  conservat ion sous a i r  



Les taux de survie sont appréciés après conservation 

sous air. 

Au cours de la phase de conservation les cellules, déshy- 

dratées rapidement jusqu'à une teneur de 5 mg H O  puis lentement jus- 
2 

qu'à leur teneur d'équilibre, montrent des taux de survie pratiquement 

identiques à ceux observés en conservation pour les cellules déshydra- 

tées lentement (fig. 9 ). Cependant, pour un certain nombre d'échan- 

tillons, cette constatation ne se vérifie pas. Il est probable que 

ces points (indiqués entre parenthèses) correspondent à des échantil- 

lons déshydratés rapidement jusqu'à une teneur nettement inférieure à 

5 mg H O proche de la teneur en eau à l'équilibre. 2 

Les échantillons déshydratés rapidement jusque 5 mg H O, 2 
réhydratés puis soumis à une déshydratation lente, sembleraient mon- 

trer de meilleurs taux de survie en conservation que les cellules 

déshydratées lentement. Le nombre trop restreint d'échantillons ne 

nous permet pas de tirer des conclusions certaines. 

ANTHEUNISSE et coll. ( 5) démontrent que lorsqu'une déshydratation 

rapide est menée jusqu'à une teneur de 8 mg H O  (pour loâ cellules 2 
d'E. co f i ) ,  le fait de poursuivre la déshydratation (jusqu'à 0,6 mg) 
de manière lente ne permet plus d'obtenir des taux de survie accepta- 

bles. Ces auteurs interprètent la nocivité des déshydratations rapides 

par un changement brutal de la capsule en-dessous des teneurs en eau 

de 8 mg H 2 0  pour 108 cellules. Lors des déshydratations lentes, la 

capsule serait moins endommagée ce qui permettrait aux cellules de 

conserver leur teneur en eau intracellulaire plus longtemps. La capsule 

endommagée serait réparée par une simple réhydratation. 

Nos résultats peuvent s'expliquer de la même manière. Les domma- 

ges causés à la gangue polysaccharidique ou pseudo-capsule de R k i z a -  

b b ,  par une déshydratation rapide, seraient acquis entre la teneur 

en eau de 5 mg et celle correspondant à l'aw 0,85. Ces domages seraient 

également réversibles par simple réhydratation, sans subculture dans un 

milieu riche. Ces observations pourraient expliquer l'aspect biphasique 



1 5 1 O 15 
Temps en j o u r s  

déshydra ta t ion  l e n t e  e t  conserva t ion  sous a i r  

A déshydra ta t ion  r a p i d e  incomplète ( t eneu r  r é s i d u e l l e  en 
eau = 5 mg) s u i v i e  d 'une déshydra ta t ion  l e n t e  e t  
conserva t ion  sous a i r  

I déshydra ta t ion  r a p i d e  e t  conserva t ion  sous a i r  



observé suite à une déshydratation lente, les cellules retenant plus 

longtemps leur eau intracellulaire. 

Un certain nombre d'expériences complémentaires nous permettrait 

de mieux préciser ces résultats : 

- influence de la concentration cellulaire initiale ; 

- accélération très nette de la vicesse de déshydratation dans les 
dernières phases (teneurs inférieures à 10 mg H O) de la déshy- 2 
dratation lente ; 

- appréciation de la sensibilité au lysozyme après déshydratation 
lente ou rapide suivant la méthode décrite par HAMBLETON (47) ; 

- étude en microscopie électronique. 

D. - INFLUENCE DE L'AGE PHYSIOLOGIQUE DES CELLULES SUR LA 
TOLERANCE A LA CONSERVATION A DIFFERENTES aw 

Les cellules, prélevées à différents stades de la croissance, 

sont centrifugées et lavées deux fois. La concentration cellulaire 
9 est standardisée à 2.10 cellules/ml. 

Deux séries d'expériences ont été réalisées pour étudier l'in- 

fluence de se paramètre : 

- une série avec un support de déshydratation constitué de mem- 
branes ~illipore (47 mm de diamètre et 0,45 Pm de porosité) et 

conservation sous vide ; 

- une série avec des membranes Sartorius et conservation sous air. 



Les résultats portés en figures 10 et 1 1  montrent quelques varia- 

tions dans les taux de survie suivant le support de déshydratation uti- 

lisé. 

Cependant, les cellules prélevées en phase stationnaire de culture 

(48 h) tolèrent beaucoup mieux les conservations en l'état déshydraté. 

Les cellules prélevées en début, milieu et fin de phase exponen- 

tielle (12 à 24 h de culture) présentent une tolérance homogène, mais 

moindre que les cellules prélevées en phase stationnaire, à des conser- 

vations sous a, inférieures à 0,66. Les cellules prélevées en début et 

milieu de phase exponentielle seraient particulièrement sensibles à 

des conservations sous des a, supérieures à 0,66. 

Il nous est difficile d'affirmer que la tolérance des cellules 

prélevées en fin de phase stationnaire est due à la taille ou à la 

composition de leur pseudo-capsule. Cependant, l'observation de cette 

tolérance est en accord avec un bon nombre de travaux publiés (1 , 5 ,  
6 ,  31, 38, 76 et 79). 

Dans nos conditions expérimentales (culture en milieu R.C. manni- 

tolé), les cellules prélevées en phase stationnaire ont synthé- 

tisé des quantités importantes de polysaccharides extracellulaires. 

Soumises à la dessiccation et à la conservation à différents degrés de 

déshydratation, en l'absence du polymère qu'elles ont s~pthétisé, elles 

se révèlent plus tolérantes que les cellules jeunes n'ayanc pas ou peu 

synthétisé de polysaccharide. Nos travaux ne permettent pas de vérifier 

l'hypothèse de OSA-AFIANA et ALEXANDER (75) qui démontrent que les 

polysaccharides extracellulaires de R L z a b A m  sont synthétisés aux 

dépens de réservesintracellulairesqui font défaut pendant le stress de 

déshydratation. 



FIGURE 10 - INFLUENCE DE L'AGE PHYSIOLOGIQUE DE RfflZOBTU?4 MELJLOTT 7 7 
M2011 SUR LA SURVIE LORS DE CONSERVATIONS SOUS VIDE 

A DIFFERENTES a, 

1 ,  A , 1 l l+ 
1 5 1 C 15 

Temps en jours 

A cellules prélevées en milieu de phase exponentielle (D.O. 

0 cellules prélevées en phase stationnaire (9.0. : 2,8) 

Les membranes Millipore sont utilisées comme support de 
déshydratation et de conservation. 



FIGURE 11 - INFLUENCE DE L'AGE PHYSIOLOGI@UE DE RffIZOBiUM M E L i L O T l  78 

M2011 SUR LA SURVIE LORS DE CONSERVATIONS SOUS A I R  A 

DIFFERENTES aw 
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a,0,66 q 
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a 'N 0,85 
-y., 
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Ternvs en jours 

O cellules prélevées en début de phase exponentielle (D.O. : 0,35) 

A cellules ?relevées en milieu de phase exponentielle (D.8. : 0,78) 

vcellules prélevées en fin de ?hase expcnentielle (D.O. : 1,30) 

O cellules prélevées en phase stationnaire (D.O. : 3,10) 

La déshydratation et la conservation à aw 0,66 s'effectuent sous vide 



Les très mauvais taux de survie observés lors de la conservation, 

à des aw supérieures à 0,66, des cellules prélevées en début et milieu 

de phase exponentielle pourraient s'expliquer par la richesse du conte- 

nu enzymatique de ces cellules. Un certain nombre d'auteurs (26, 54 et 

98) constatent qu'une exposition des cellules bactériennes à des a" 

faibles (inférieures à 0,3) ne permet pas un bon fonctionnement enzy- 

matique mais ne provoque pas non plus une réduction totale de leurs 

activités ; il en résulterait un "mauvais fonctionnement enzymatique". 

Les cellules jeunes pourraient être apparemment confrontées à une telle 

situation aux aw supérieures à 0,66. 

E. - INFLUENCE DE LA PRESENCE DE POLYSACCHARIDES SUR LA SURVIE DE 
RHTZOBTUM MELlLOTl CONSERVE A DIFFERENTES a, 

Ces expériences ont été réalisées en même temps que les expérien- 

ces de la figure 11, avec des cultures de D.O. 1,3 et 3,l. 

Les courbes témoins de la figure 11 sont reportées 

afin de permettre la comparaison. Rappelons qu'elles correspondent à 

des cellules débarrasséesde toutes traces de milieu de culture et de la 

majorité des exopolysaccharides par centrifugations et lavages succes- 

sifs. 

Les mêmes cultures ont été filtrées directement sans lavage (avec 

leurs quantités respectives de polysaccharides) sur une membrane Sar- 

torius de porosité 0,2 Pm. Cette porosité de filtre retient les bacté- 

ries avec leurs pseudo-capsules et leurs exopolysaccharides (corn. 

pers. de M. COURTOIS). 



Les résultats reportés sur la figure 12 permettent de préciser 

un certain nombre de points : 

- Les polysacchar ides ,produi t s  par une culture de D.O. 1,3,pro- 

tègent très nettement les cellules conservées à des aw de O et 0,43, 

sont pratiquement sans effet sur la conservation à a, 0,66 et 

se révèlent nocifs pour la conservation à aw 0,85. 

- Les polysaccharides, produits par une culture de D.O. 3,1, 

protègent les cellules conservées à aw O et se révèlent nocifs pour 

toutes les autres aw de conservations essayées. 

En l'absence de dosages des polysaccharides formés et d'études 

des isothermes de désorption en présence et absence du polysaccharide, 

nous en sommes réduit à émettre un certain nombre d'hypothèses. 

- Les polysaccharides protègeraient les cellules à l'état déshy- 

draté (O ; 0,22 et 0,43) de l'action de l'oxygène. Outre que cette 

hypothèse n'ait jamais été relevée dans la bibliographie, elle cadre 

mal avec l'observation d'une baisse très forte de la tolérance à des 

conservations 2 a, 0,22 et 0,43 en présence de quantités importantes 

de polysaccharides (D.O. 3,l). 

- CADMUS et coll. (27) démontrent que la composition chimique des 
exopolysaccharides de R. rneld!o& change en fonction de l'âge de la 

culture en milieu synthétique. Ce changement se produit-il en milieu 

R.C. mannitolé ? et peut-il avoir une quelconque influence sur le de- 

gré de protection ? 

- Le polysaccharide, composé hygroscopique, permettrait une réhy- 
dratation ménagée ( 56 et 104). Cette hypothèse pourrait expliqüer les 

résultats obtenus pcur une conservation à a, O. 

- Le polysaccharide plus avide d'eau que la bactérie déshydra- 
terait un peu plus cette dernière. Un mécanisme similaire a été décrit 

par BUSHBY et MARSHALL ( 26) en ce qui concerne l'argile. Dans les 



FIGURE 12 - INFLUENCE DE LA PRESENCE D'EXOPOLYSACCHARIDES SUR LA 8 1 
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travaux de ces auteurs, les polysaccharides n'auraient pas un tel rôle 

(cf. p. 13), cependant il n'est pas précisé si les isothermes d'ad- 

sorption sont obtenus avec ou sans polysaccharide. Ces constatations 

impliquent que dans nos travaux, le silica gel activé ne détermine 

pas une aw de O. Une telle hypothèse n'est pas à écarter d'emblée : 

en effet, SCHONBECK et BEWLEY (83a) remarquent que le silica gel lais- 

se une H.R. de 1 %, soit une aw de 0,01. Signalons cependant que HIEDA 

(51) utilise couramment le silica gel pour ses expériences à H.R. de 

O %. En présence de polysaccharide, il y aurait donc un "décalage" 

dans les valeurs d'aw de conservation citées, et ce décalage peut 

très bien être supérieur à 0,01 unité d'aw. 

En tout état de cause, une étude des isothermes de désorption 

dans de telles conditions, une expérience portant sur les taux de 

survie à des aw intermédiaires à celles précédemment citées et une 

appréciation de l'influence des conditions de réhydratation pourraient 

permettre de mieux cerner le problème. 

F. - MUTATIONS OBSERVEES, APRES DESHYDRATATION ET CONSERVATION A 
L'ETAT DESHYDRATE, CHEZ RHlZOBTUM MELlLOTI 

De nombreux auteurs (9 , 51, 99et 102) affirment que tous les 
processus faisant intervenir une dessiccation partielle ou totale 

provoquent l'apparition de mutants au sein de la population bacté- 

r ienne . 
La souche de R & z o b h  m & o a  2011,sensible à la streptomycine 

et portant un prophage (15), a été retenue pour détecter d'éventuelles 

mutations ; celles-ci ont été étudiées par : 

- une augmentation de la fréquence de mutants résistants à 

400 pg/ml de streptomycine ; 

- induction du prophage mise en évidence par la lyse de la sou- 
che indicatrice L5.30. 



Quelques essais ont également été effectués sur la souche de RhL- 

z o b h m  r n u o f i  tiM5Nlm3 (triple auxot~ophe : ~r~inine-, ~ r ~ ~ t o ~ h a n e -  
P 

et Isoleucine- ~aline-). D'éventuelles mutations sont alors détectées 

par augmentation des fréquences de réversion de ces caractères. 

Des membranes Millipore nous ont servi de support de dessiccation 

et de conservation. Les déshydratations et les conservations sont 

effectuées sous vide partiel. 

1 - Influence de l'âge physiologique sur l'apparition de 
mutants M2011, résistants à la streptomycine, juste 
après déshydratation 

Deux cultures, l'une en début de phase exponentielle, l'au- 

tre en fin de phase exponentielle sont soumises à différents niveaux 

de déshydratation. Les résultats sont rassemblés dans le tableau 10. 

Il semblerait que les cellules prélevées en début de phase expo- 

nentielle seraient plus sensibles (mortalité et fréquences de mutations 

relativement élevées). 

Les augmentations des fréquences de mutations, bien que très fai- 

bles, apparaissent dans une zone d'a, comprise entre 0,33 er 0,66. La 

mortalité y est relativement élevée sans l'être trop. 

2 - Influence d'une conservation, à 30°C sous différentes 
a,, sur l'apparition de mutants Y2011 streptomycine 
résistants 

Une culture de densité optique 0,7 a été soumise à des con- 

servations sous ô, de 1 ; 0,66 ; 0,33 et O. 



TABLEAU 10- NOMBRE DE BACTERIES SURVIVANTES ET FREQUENCE DE MUTANTS s t r R  
CHEZ RfflZOBlUM MELlLOTT 2011, A DEUX AGES PHYSIOLOGIQUES, 
SOUMIS A DIFFERENTS NIVEAUX DE DESHYDRATATION 

D.O. culture : 1,8 D.O. culture : 0,3 

. . 
Nombre de bactéries Fréauence Fréquence Nombre de bactéries d,e iUtants 

de mutants après déshydratation 2011 S t r ~  après déshydratation 2011 S t r ~  

Au temps to  l e  nombre de bactéries e t  l a  fréquence de mutants spontanés 
sont de 5,78.109 b./ml e t  3,76.10'8 pour l a  culture de D.O. : 1,8 e t  
2,38.109 b./ml e t  5,68.10-8 pour l a  D.O. : 0,3. 



En cette occasion, nous avons essayé de mettre en évidence 

l'induction du prophage de la souche M2011, test qui aurait pu mettre 

en évidence des dégradations de l'ADN bactérien. 

Les résultats sont portés dans le tableau 11. 

TABLEAU 11 - NOMBRE DE BACTERIES SURVIVANTES ET FREQUENCE DE MUTANTS s t r R  

INDIQUEE ENTRE PARENTHESE, CHEZ RHlZOBTUM MELlLOTl 2011 APRES 

DES TEMPS DE CONSERVATION SOUS DIFFERENTES aw 

Temps de aw de conservation 

conservation 
(en heures) 1 O ,66 O ,33 O 

9 Au temps to l e  nombre de bactér ies é t a i t  de 2,65.10 b./ml e t  l a  
fréquence de mutants spontanés S t r R  de 9,95.10-8. 

Dans les limites de temps étudiés, il ne semble pas y avoir une aug- 

mentation significative des fréquences de mutations pour des durées 

croissantes de conservation. 

Ces fréquences restent toujours faibles et à la limite peu signi- 

ficatives en regard du témoin a" 1. 

L'induction du prophage s'est révélée négative. 

Notons cependant que des essais, réalisés au sein de notre la- 

boratoire par NIEL (73), sur l'augmentation des fréquences de mutation 



R Str par action de la N-méthyl-N1-nitro-N-nitrosoguanidine (N.T.G.) 

se sont également relevés peu encourageants. 

Nous nous sommes donc intéressé à l'augmentation des taux de 

réversions de caractères auxotrophiques. 

3 - Influence d'une conservation à 30°C sous différentes a, 
sur l'apparition de révertants chez la souche M5Nlm3 

Une culture de D.O. : 0,7 a été soumise à des conservations 

sous des a, de 1 ; 0,66 et O. Les résultats obtenus sont rassemblSs 

dans le tableau 12. 

Les taux de réversion les plus élevés sont obtenus juste après la 

déshydratation. Dans la majorité des cas, une augmentation de la durée 

de conservation ne semble pas amplifier ces taux. 

4 - Conclusion 

Il nous est difficile, au vue de ces résultats, d'affirmer 

que dans nos conditions expérimentales la dessiccation et la conser- 

vation en l'état déshydraté puissent se révéler mutagènes. Il semble- 

rait cependant que juste après la dessiccation une légère augmentation 

des fréquences de mutation se produise pour des cellules prélevées en 

phase exponentielle de croissance. 

Il serait intéressant de poursuivre ces travaux en tenant 

compte de l'influence des différents paramètres étudiés précédemment. 



TABLEAU 12- NOEBRE DE 8P.CTERIES SUR'II'IANTES ET TAUX DE RE'IERSICNS 

POUR LES CARACTERES ARGININE, TRYFTOPHANE ET ISOLEUCINE- 

VALiiUE, CHEZ R i i i Z ~ B l U ? . I  \IELILgTl MIFilm3 A R E S  DES TEMPS 

DE C3NSERVPTION SOCS DIFcE2ENTES +, 

Durée de Nombre de 
Cactéries/nl  Taux de reversion aw conservation a?r$s subcul ture  en heures après trai tement 

Au teinps to  l e  nombre ci- bsciSries é t a i t  ce  !,2.119 3 . : d  
e t  les  taux de reversions des caractères  A : 1 ; 
T : 5 , 5 2 . 1 0 - 1 0  e t  1 : < 1,~8.1~-lO. 



CONCLUSION 

Nous avons étudié l'influence de quelques paramètres sur la survie 

de R&zabiwn m e L Z u f i  20i1, conservé à différents niveaux de déshydra- 

tation, exprimés en terme d'a,. 

Rkizobiwn m f l o f i  201 1 serait sensible aux effets de l'oxygène 

dès le niveau de déshydratation corresporrdant à l'a, 0,43 (voire 0,66). 

Cette limite correspond relativement bien aux niveaux de déshydrata- 

tion où s'exerce l'action léthale de l'oxygène, cités par différents 

auteurs (84 et 101). 

La survie des cellules en conservation, quel que soit le niveau 

de déshydratation atteint, dépend avant tout de la vitesse de dessic- 

cation. Les déshydratations rapides se révèlent à cet égardparticu- 

lièrement nocives. Les dommages causés par une déshydratation rapide 

sont partiellement réversibles et sont engendrés entre une teneur de 

5 mg d'eau et la teneur en eau correspondant à une a, de l'ordre de 

0,85. La cible principale de ces dommages pourrait être la gangue po- 

lysaccharidique de R k i z u b & m .  Lors d'une déshydratation lente, la 

structure de cette pseudo-capsule serait nieux préservée et la cellu- 

le serait capable de mieux retenir son eau intracellulaire. Cette 

hypothèse pourrait éventuellement expliquer l'aspect biphasique des 

réponses obtenues lors de la conservation. Nous ne pouvons pas non 

plus écarter la possibilité de formation d'une couche de cellules 

mortes protectrices. Ces différentes hypothèses ont été largement 

développées pour d'autres microorganismeç (5, 41 et 98). 

Dans les conditions de déshydratation lente et de conservation 

en présence d'air, l'a, optimale de conservation serait de 0,43. Cette 

a, correspond tout à fait à l'aw déterminée par d'autres auteurs pour 

SdemondXa naupatct: ( 84) et Rkizo  biwn m f l o f i  (42) . Cependant, la sen- 
sibilité à l'oxygène de R&zobiwn m f l a f i  dès l'a, 0,43 laisse entre- 

voir la possibilité de conserver très correctemenr ces cellules à des 

aw nettement inférieures en l'absence de toute trace d'oxygène. 



Il est généralement admis par de nombreux auteurs ( 1, 5 , 6 , 
31, 38, 76 et 79) que des cellules prélevées en phase stationnaire de 

croissance supportent beaucoup mieux les stress de déshydratation et 

de conservation à l'état déshydraté. Nos résultats semblent confirmer 

cette tolérance des cellules prélevées en phase stationnaire pour tous 

les niveaux de déshydratation. Des cellules prélevées en début, milieu 

et fin de phase exponentielle présentent une tolérance moindre. Par 

contre, les cellules jeunes seraient particulièrement sensibles à des 

niveaux de déshydratation de 0,66 et 0,85. 

L'action protectrice des exopolysaccharides de R h i z u b h  M20 1 1 

semblerait s'effectuer davantage sur des cellules préservées à a, O. 

Pour les autres niveaux de déshydratation l'action dépendrait de la 

quantité. Ces polysaccharides auraient des effets défavorables lors 

de conservations à a, égales ou supérieures à 0,66. 

Lors de nos essais, la déshydratation ne s'est guère révélée par- 

ticulièrement mutagène. 

Nos résultats semblent démontrer, qu'en l'absence d'agents pro- 

tecteurs et de protection contre l'oxygène, R k i z o b h  se révèle un 

genre bactérien particulièrement sensible à la déshydratation. Un 

certain nombre d'auteurs, travaillant sur Rkizobium, aboutissent à des 

conclusions similaires (25aet 97). Il serait, de ce point de vue, 

très intéressant d'étudier les effets de la déshydratation à des ni- 

veaux d'a, voisins de 0,95 - 0,98. 



I I ,  - INFLUENCE DE L'ACTIVITÉ DE L'EAU SUR LA CROISSANCE 
DE RHZZOBZUM 

A. - ACTION DE L'aw SUR L A  CROISSANCE DE QUELQUES SOUCHES DE 

RH ZZOB7UM 

La majorité des milieux de culture usuels présentent une a, de 

l'ordre de 0,995 (32). L'a, des milieux employés lors de cette étude 

(R.C. et T.Y.) peut être estimée à 0,9990. En effet, le milieu Y.E.M. 

(Yeast Extract Mannitol) possède une aw de 0,9990 (25a) et ce milieu 

est chimiquement très proche du milieu R.C. mannitolé. 

Une gamme de milieux à différentes aw (0,9990 à 0,9690) a été réa- 

lisée par addition de soluté à concentration donnée (58 et 70). 

Pour une même a, trois ou quatre solutés distincts ont été util;.- 

sés afin de faire la part entre l'effet de l'aw et la toxicité éven- 

tuelle du soluté retenu pour la réaliser. 

En cours de croissance aucune précaution n'est prise en vue de 

maintenir l'aw et le pH constant. 

1 - aw min imale e t  op t ima le  de c ro issance  de R ~ Ü z a b i u m  

m U a a 5  M 2 0 1 1  

Cinq types de solutés (glycérol, LiC1, NaCl, KCl et acé- 

tate de sodium) ont été retenus pour réaliser une gamme de milieux R.C. 

à différentes a,. 



Les résultats représentés en figure 13 montrent que : 

- pour toutes baisses d'a, du milieu de culture, quel que soit le 

soluté utilis2 Four les réaliser, correspondent des augmenta- 

tions de durée de phase de latence, de temps de génération et 

des baisses de rendement. La croissance observée à une a, 

donnée n'est pas indépendante du soluté employé. Ainsi, l'acé- 

tate de sodium s'est révélé toxique dès la concentration de 

1 % (baisse d'a, de 0,0037). Le NaCl et le KC1 permettent d'ob- 

server des croissances identiques pour une a, donnée, crois- 

sances qui sont cependant très inférieures à celles enregistrées 

lorsque le LiC1, et surtout le glycérol, sont retenus pour 

réduire l'aw. L1@~olution du pH est similaire dans tous les mi- 

lieux ; 

- l'a, minimale de croissance serait de l'ordre de 0,9804 (réali- 

sée par le NaCl) et légèrement inférieure à0,9690(provoquée par 

addition de LiCl). 

Ces résultats obtenus par appréciation de la D.O. à 600 rm sont 

confirmés en numération figure 14. 

Un certain nombre d'auteurs (32, 34) soulignent que les 

bactéries non halophiles présentent une a, optimale de croissance si- 

tuée entre 0,98 et 0,995, a, qui n'est pas forcément celle du milieu 

de culture utilisé. 

Nous avons observé un certain nombre de fois qu'une 12gère dimi- 

nution de l'a, du milieu pouvait se traduire par une densité optique 

légèrement supérieure à celle du témoin. Nous avons entrepris, en 

collaboration avec Mlle GOSSE (stagiaire I.U.T.),une étude sur les 

rendements et les temps de génération obtenus après de légères réduc- 

tions d'aw réalisées par trois solutés différents en milieu R.C. et 

T.Y. (tab. 13). 



F I G U R E  13 - INFLUENCE D E  L'aw (CON'TROLCE PAR DII'FEREPiTS 

S O L U T E S )  DU M I L I E U  R .C .  S U R  LA CROISSt?P,iCE 

DE R1tlZUEl11A4 IbIELILOTI M 2 0 1 1  

Temp en heures 

La crciisahce e s t  apprgciée pa r  lec ture  de l a  
D . O .  à 600 niii. 



FIGURE 14 - INFLUENCE DE L ' aw  (CONTROLEE PAR DIFFERENTS 

SOLUTES) DU PILIEU R.C.  SUR LA CROISSANCE 

DE RH TZOETU!A AhlELTLclTT M2011 

r 

Temps en heures 

V-V aw 0,9804 
i - l a ,  0,9690 con t rô l ées  p a r  l e  L i C l  
0-0 a, 0,9490 1 BUS 

L\ LLE 
A;--+aw 0,9866 
v---- con t rô l ées  p a r  l e  NaCl 
il- - --Maw 0,969G 

O 
.-.-maw 0,9690 c o n t r ô l é e  p a r  l e  g l y c é r o l  

La c ro issance  e s t  appreciée p a r  numérat ions. 



TABLEAU 13 - CULTURES DE R. MELlLOTl SOUCHE M2011, EN MILIEUX DE 

DIFFERENTES aw PROVOQUEES PAR TROIS SOLUTES, APRES 

45 HEURES D'INCUBATION A 30°C 

M i  1 i eux  de c u l t u r e  

R.C. T.Y. 

G l  y cé ro l  

L iC l  

(N : nombre de bac té r i es  x 109/ml ; T : temps de généra t ion  en 
heures e t  n.d. : non déterminé).  



De légères réductions d'a,, quels que soient les solutés et les 

milieux employés, ne permettraient pas d'obtenir chez R & z o b h n  rneti- 
M2011 des temps de génération plus courtsni des rendements supé- 

rieurs. 

Notons, cependant, qu'en milieu T.Y. à aw 0,9866 (provoquéepar 

NaCl ou LiCl), les temps de génération sont notablement plus courts 

qu'en milieu R.C. dans les mêmes conditions. Ce phénomène se retrouve 

d'ailleurs pour des a, encore légèrement inférieures. 

2 - aw minimale de croissance de R&zabium rneLXa , t i  M.1.5 

Comme pour les essais précédents, nous avons utilisé cinq 

types de solutés différents pour réaliser les gammes d'aw en milieu 

R.C. 

Les résultats qui sont rapportés sur la figure 15 présentent des 

profils de courbes tout à fait similaires à ceux observés pour la 

souche M2011. Cependant, les phénomènes semblent nettement plus accen- 

tués pour la souche M.1.5. Les aw minimales de croissance resteraient 

identiques à celles de la souche M2011. Les phases de latence sont no- 

tablement plus longues sauf lorsque l'aw du milieu est obtenile par 

addition de glycérol. 

C0mrr.e pour la souche M2011, l'acétate de sodium ne permet aucune 

croissance dès la concentration de 1 %. 

Les résultats rassemblés dans la figure 16 montrent une diminution 

du nombre de cellules vivantes inoculées dans pratiquement tous les mi- 

lieux d'aw plus faible que le témoin ; suite à cette diminution, une 

croissance est observable. Ces constatations expliqueraient l'allonge- 

ment des phases de latence. 



FIGURE 15 - II:FLUCI\ICE DE L ' aw  (CONTROLEE PAR DI FITCRE!iTS 

SOLUTES) DU M I L I E U  R.C. SUR LA CROISS;\I~CE 

DE R t { l Z O G l U ? . ~  b l E L l l O T 7  E. 1.5 

Temps en heures 

La croissance e s t  appréciée p a r  l e c tu r e  de l a  
D.0. 3 630 nn. 



FIGURE 16 - INFLUENCE DE L'aw (CONTROLEE PAR DIFFERENTS 

SOLUTES) DU ?4ILIEU R . C .  SUR LA CROISSANCE 

DE RidlZ067UM MELlLOTl M 1.5  

A----  A ~ w  
v--- - .---- va, 

.a, .- . - a w 

O ,  9804 
con t rô l ée  par  l e  LiCl 

0 ,  9490 

0 ,  9866 
cont rô lée  par  l e  NaCl 

O ,  9690 

0,9690 con t rô l ée  par  l e  g lycéro l  

en heures 

La c ro issance  e s t  appréc iée  par numérations. 



Il semble donc que la souche M 1.5 est légèrement plus sensible 

aux baisses d'a, que la souche M2011. 

3 - aw min ima le  de cro issance de R ~ z o b ~  japu~cum 35 

Ces essais1 cnt été réalisés en milieu T.Y.. Le glycérol, 

le NaCl et le LiCl ont été retenus pour obtenir des milieux à diffé- 

rentes a,. 

En milieu T.Y. (fig. 1 7 ) ,  nous observons une croissance jusqu'à 

une a, de 0,9840 provoquée par l'addition de glycérol et une très lé- 

gère croissance à a, 0,9960 contrôléepar addition de NaCl. Aucune crois- 

sance n'est détectable lorsque l'a, du milieu est obtenue par addition 

de LiC1. Rkzob~um japonicum Jg serait donc très sensible à la présen- 

ce de solutés de type électrolyte. 

B. - EFFETS DE LA PROLINE ET DE L'ACIDE GLUTAMIQUE SUR LA 
CROISSANCE DE RHIZOBlUiLf MELILUTT M2011 EN MILIEUX R. 
D'aw DIFFERENTES 

La majorité des bactéries gram négatif, confrontées à des milieux 

de faibles a,, concentrentdans leurs cytoplasmes de l'acide glutamique 

et un ion d'accompagnement (K'). Dans des conditions similaires, ia 

plupart des bactéries gram positif accumulent de la proline (68). 

Ces phénomènes ont été récemment étudiés chez le genre Rkzobium 

(52, 108). 

Or, l'addition de proline permet la culture de Kleb~ie l la  pnewno- 

vuk~ en milieux de faibles aw (59). 

réalisés en collaboration avec Mlle GOSSE (stagiaire I.U.T.). 



FIGURE 17 - INFLUENCE DE L'a, (CONTROLEE PAR DEUX SOLUTES) 

DU MILIEU T.Y. SUR LA CROISSANCE DE R f f i Z O B i U h l  

JAPONiCUM 55 

Temps en heures 

aw 0,9966 contrôlée pa r  
aw 0,996C 

Oygg30 1 contrôlée pa r  
0,9900 l e  glycérol 

A a, 0,9840 

La croissance e s t  appréciée par lecture de la  D.O. à 
600 nm. 



Nous avons essayé de vérifier cette hypothèse sur la souche M2011 

cultivée en milieu minimum RHB additionné de mannitol et ayant des 1 
a, de 0,999 ; 0,9866 et 0,9804 (réalisées par addition de NaCl). 

La proline ou l'acide glutamique ont été ajoutés pour obtenir une 

concentration finale de 1 mM. 

Les résultats sont portés sur la figure 18. 

L'addition de proline au milieu témoin RHB contenant du mannitol 1 
n'affecte pas la croissance de la souche. Par contre, l'addition d'a- 

cide glutamique semblerait diminuer le rendement atteint en phase sta- 

tionnaire. 

On constate que lorsque l'a, du milieu est plus faible, l'addition 

de proline et notamment d'acide glutamique a un effet défavorable. 

La réalisation de cultures à différentes concentrations en acides 

aminés (proline ou acide glutamique) permettrait de savoir si leur no- 

civité, qui apparaît quand l'a, du milieu est réduite, résulte d'une 

accumulation intracellulaire néfaste à de telles concentrations (1 mM). 

C. - INFLUENCE DE L'aw DU MILIEU DE CULTURE SUR LA SURVIE DE 
RfflZ087UM CONSERVE A L'ETAT DESHYDRATE 

Ces essais ont été réalisés en vue d'apprécier s'il existe une 

relation entre l'aptitude à se développer en milieu de faibles aw et 

la tolérance à la dessiccation comme l'affirment certains auteurs (31). 



101 
FIGURE 18 - EFFETS DE LIP.DDITIDN DE P!??LINE OU DtP.CIDE 

BLUTAMInUE (1 mV) SUR LA CROISSANCE DE 

R H I Z O B I U b I  I . I E L I L O T 1  M2011 EN MILIEUX PHBl 

DE DIFFERENTES aw . 

Tem?s en heures 

O milieu RHBl man. 

A milieu i?HB1 man. et 1 ml! vroline 

milieu RHBl man. et 1 mM zcide glutamique 

La croissance est a y r é c i é e  na r  lecture de la D.O. à 600 nm. 



Les cellules sont cultivées en milieu R.C. de différentes aw 

(réalisées par trois solutés différents). Elles sont ensuite préle- 

vées, centrifugées et lavées puis soumises au protocole expérimental 

d'étude de la conservation. La conservation s'est effectuée sur filtre 

Millipore à a, O pendant 72 h. 

Les résultats sont rassemblés dans le tableau 14. 

Lorsque les cellules sont cultivées dans un milieu de plus faible 

a, que le témoin, elles présentent des taux de survie sensiblement plus 

élevés. Seule la souche M 1.5 présente des taux de survie inférieurs au 

témoin quand elle est cultivée dans des milieux de plus faibles a, 

provoquées par l'addition de NaCl. 

Il serait très intéressant de poursuivre ces expériences en stan- 

dardisant les concentrations cellulaires initiales et en élargissant 

la gamme d'aw de conservation. 

D. - CONCLUSION 

A toute baisse d'aw des milieux de culture de R ~ z u b i u m  corres- 

pond un allongement des durées de phases de latence, une augmentation 

du temps de génération et une diminution des rendements obtenus en pha- 

se stationnaire. 

cependant,l'influence du soluté utilisé pour ajuster l'a, du mi- 

lieu est déterminante. Non seulement les solutés diminuent l'a, mais 

ils présentent également une toxicité qui leur est propre. 



TABLEAU 14 - INFLUENCE DE L'APTITUDE A SE DEVELOPPER EN MILIEUX DE FAIBLES aw SUR LES TAUX 

DE SURVIE OBTENUES POUR LES SOUCHES M.1.5 ET M2011 APRES 72 HEURES DE 

CONSERVATION A aw O. 

aw des R.C. R.C. + L i C l  R.C. + NaCL R.C. + G lvcéro l  
m i  1 i eux  de 

w 

Numération c u l t u r e  

avant e t  après 0,9990 0,9804 0,9690 0,9866 0,9804 O, 9690 
conservat ion 

No : nombre de bac té r i es  avant dess i cca t i on  
N : nombre de bac té r i es  après 72 h de conservat ion à aw O 



- Pour deux souches de Rhizob ium m e L i L u f i  (M2011 et M 1.5), le 

glycérol et le LiCl se montrent les moins toxiques ; le NaCl et le 

KC1 présentent une toxicité identique et intermédiaire. L'acétate de 

sodium est particulièrement toxique. Ces deux souches, pourtant du 

même groupe d'inoculation, possèdent des tolérances différentes aux 

baisses d'a,. 

- La souche de R & z o b h ~ ? ~  j 'aponLcm testée montre une légère tolé- 

rance aux baisses d'a, réalisées par le glycérol mais possède une 

grande sensibilité aux baisses d'a, provoquées par le NaCl et surtout 

par le LiCl. De telles constatations ont déjà été effectuéespar MICHAUD- 

GOUBLET (70) . 

- 11 ne semble donc pas possible d'établir une liste unique de 
toxicité des solutés utilisés pour réduire l'a, applicable à l'ensemble 

du genre RhizobLum. 

- L'existence d'une perméabilité passive du glycérol chez Rhizo-  

b iwn  (25a, 70), ainsi que son aptitude à être métabolisé (7, 7 4 ) ,  nous 

conduisent à le classer parmi les moins inhibiteurs mais également 

parmi les moins propices à l'étude de l'influence de l'a, chez le 

genre R f i z o b i w n .  Une mesure de l'activité de l'eau ou un dosage du 

glycérol (log), après croissance, permettrait de mieux appréhender ces 

phénomènes. 

- Dans nos conditions expérimentales, l'a, minimale de croissance 

est de l'ordre de 0,9804 (réalisée avec du NaCl) et légèreqent inférieu- 

re à 0,9690 (contrôléeavec du LiCl) pour R h i z o b h  m e L i l a f i .  f?\~zobi;hum 

japon icum présente une tolérance très inférieure de l'ordre de 0,9966 

(réalisée par du NaCl). 

- Les courbes obtenues, lors de cette étude de l'influence de l'a, 
sur la croissance de Rhizob ium,  correspondent tout à fait à celles réa- 

lisées par différents auteurs sur d'autres bactéries (16, 70, 90). La 

limite de tolérance au NaCl, déterminée pour deux souches de R. r n e l a o -  

f i  et une de R. japonicum lors de cette étude, correspond aussi à un 

certain nombre de travaux (13). 



- L'aw optimale de croissance de Rh izob ium rncLü!oXi 2011 serait 

de l'ordre de 0,999 (a, du milieu R.C.) ; une légère diminution d'a, 

ne conduisant pas à une meilleure croissance. 

L'addition de proline ou d'acide glutamique (à concentration fi- 

nale de l mM) ne permet pas d'obtenir une meilleure croissance de 

R h i z o b h  rneA%i?oA% 2011 en milieu RHBl mannitolé de faibles aw. 

L'addition de ces acides aminés à des concentrations plus faibles se- 

rait à envisager afin de déterminer leurs rôles éventuels dans les 

mécanismes d'osmorégulation. 

11 apparaît que l'aptitude à se développer en milieu de faible 

aw détermine une tolérance légèrement plus élevée à la dessiccation 

comme il a déjà été démontré pour d'autres bactéries (31). L'étude de 

l'influence de ce paramètre sur la tolérance de R k i z o b b l  à différents 

niveaux de déshydratation serait intéressante à envisager. 



C O N C L U S I O N  G E N E R A L E  



L'utilisation d'enceintes à différentes H.R. nous a permis d'é- 

tudier la tolérance de R / u z o b h m  m a a &  M2011 lors de la conservation 

à différents degrés de déshydratation. 

Les enceintes contenant des solutions saturées caractéristiques 

permettent d'obtenir des H.R. données constantes mais imposent égale- 

ment des vitesses de déshydratation caractéristiques différentes 

suivant l'enceinte considérée. Pour une même enceinte, la vitesse de 

déshydratation sera différente si celle-ci est mise sous-vide partiel 

ou laissée à pression atmosphérique. Ces constatations nous ont con- 

duit à étudier les influences de l'oxygène et des vitesses de déshy- 

dratation sur les taux de survie observés en conservations. 

Les effets léthaux de l'oxygène apparaissent dès l'aw 0,43 voire 

0,66. Il semble envisageable de conserver R k i z o b h  m&i,ta& M2011 à 

des aw remarquablement basses en l'absence de toute trace d'oxygène. 

Les déshydratations rapides (perte en eau > à 20,4 mglh) se révè- 

lent particalièrement nocives et ne permettent pas d'obtenir des taux 

de survie acceptables en conservation contrairement aux déshydrata- 

tions lentes (perte en eau < à 8,75 mglh). 

Les dommages subis lors des déshydratations rapides, observés en 

conservation, sontengendrés entre une teneur de 5 mg et la teneur en 

eau caractéristique de l'a, 0,85. 

Un changement brutal de la structure d'un polymère très hydraté 

(probablement la pseudo-capsule) serait une étape déterminante, en- 

traînant la léthalité observée en conservation. 

Après déshydratations lentes, nous observons en conservation (à 

aw O ; 0,22 et 0,43) des réponses biphasiques. Ces réponses pourraient 

s'interpréter par la formation d'une couche de cellules mortes ou par 

un retrait très lent de l'eau liée. 

Une étude de l'influence de l'âge physiologique sur la tolérance 

à la conservation à l'état déshydraté a été entreprise. Les cellu- 

les, prélevées en phase stationnaire, tolèrent beaucoup mieux la 

conservation sous toutes les aw que les cellules prélevées 



en début, milieu et fin de phase exponentielle ; celles-ci présentent 

une tolérance identique à toutes les aw de conservation. Cependant, 

les cellules prélevées en début et milieu de phase exponentielle sem- 

blent sensibles à une conservation 2 des a, supérieures à 0,66. 

Le rôle protecteur éventuel des exopolysaccharides a été envisagé ; 

ils sont capables de protéger essentiellement les cellules conservées 

à a, O et leur présence est défavorable lors d'une conservation à a, 

0,85. Pour les autres a, de conservation étudiées, le rôle protecteur 

semble variable suivant la quantité (rétention d'eau) ou la qualité 

de l'exopolysaccharide. 

Quels que soient les paramètres envisagés lors de cette étude, 

l'aw optimale de conservation en présence d'air est de 0 , 4 3 .  Une con- 

servation sous a, 0,66 reste inconcevable quelles que soient les con- 

ditions. Il est probable que cette a, se situe à un point de rencon- 

tre de différents mécanismes de destruction. 

Dans nos conditions expérimentales, la dessiccation et la conser- 

vation à l'état déshydraté ne se sont pas révélées particulièrement 

mutagènes. 

En l'absence d'agents protecteurs, de protection contre les ef- 

fets de l'oxygène et pour des concentrations cellulaires initiales 

relativement faibles (- 10' b. /ml), R h i z o b h  rn&i.tofi Y201 1 semble 

être particulièrement sensible à la déshydratation. 

Cependant un certain nombre d'expériences sont à envisager pour 

mieux définir les résultats précédemment décrits. L'influence de para- 

mètres tels que la concentration cellulaire initiale, les conditions 

de réhydratation et les agents protecteurs spécifiques reste à déter- 

miner. Une étude de l'intégrité du corps bactérien en microscopie 

électronique ou par appréciation de la sensibilité au lysozyme des 

cellules déshydratées serait intéressante 2 mener. 



Dans un second temps, nous avons étudié l'influence de l'a, sur 

la croissance de souches de R k i z a b h .  

Le genre Rhizubium, comme la majorité des bactéries à gram négatif, 

présente une a, minimale de croissance très élevée. 

La croissance en milieux de faibles a, n'est pas indépendante du 

soluté utilisé pour réaliser la baisse d'aw. Ainsi par ordre décrois- 

sant de toxicité nous observons : toxicité de l'acétate de sodium >> 

NaCl -- KC1 > LiCl > glycérol pour R k i z o b h  rne,tiXuXi et toxicité du 

LiCl >> NaCl >> glycérol pour R k i z o b h  j a p o n h r n .  

Compte tenu de ces observations, l'a, minimale de croissance peut 

être évaluée à 0,9804 (avec le NaCl) et 0,969 (avec le LiCl) pour R k i -  

z o b h  m&itof i  et 3 0,9966 (avec le NaCl) pour R L z o b h  japanicum. 

Rhizob-&u~~ m w o a  M2011 ne semble pas montrer d'a, optimale de 

croissance autre que celle du milieu de base R.C. ou T.Y.. 

L'addition de proline ou d'acide glutamique n'améliore pas les 

croissances à faibles a,. Cependant, il semble que l'aptitude à se 

développer en milieu de faibles a, permet une amélioration des taux 

de survie en conservation à a, O. 

Une étude nettement plus détaillée reste à entreprendre sur les 

mécanismes d'osmorégulation chez R h i z a b h .  Une telle voie de recher- 

che semblerait intéressante à mener. 
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