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Introduction

La famille des Légumineuses est une des plus importantes parmi les dicotylédones.

C'est la famille végétale qui fournit le plus grand nombre d'espèces utiles à l'homme, qu'elles

soient alimentaires, industrielles ou médicinales .La symbiose rhizobienne est une association

entre les plantes de la famille des légumineuses et des bactéries du type Rhizobium permettant

de réduire l’azote atmosphérique en formes assimilable par les plantes (Zahran 2001).

L’association symbiotique légumineuse-rhizobia est un phénomène qui permet à la

plante d’acquérir l’azote sous forme réduit, mais aussi à la bactérie d’obtenir les nutriments

nécessaires pour son développement. La survie des rhizobiums dans le sol, la nodulation et la

fixation de l’azote atmosphérique sont des processus très sensibles à l’action d’un certain

nombre de facteurs (Wery, 1985).

La recherche des taux de résistances des souches de rhizobium aux métaux lourds dans

les différents écosystèmes est indispensable, pour comprendre ce phénomène sous l’angle

épidémiologique et écologique et pour pouvoir lutter contre cet incontestable problème

menaçant la fertilité du sol (Carrasco et al., 2005).

L’objectif de notre travail est d’étudier la capacité des isolats associes de Melilotus et

Vicia issues des régions de Biskra et Touggourt à noduler différent types des plantes

légumineuse (Melilotus indicus; Medicago sativa ; Vicia faba ; lens culinaris) ainsi que leur

tolérance en présence des métaux lourds.

Ce travail est réalisé en deux partie, une première partie consiste à une synthèse

bibliographique: Chapitre 1: Généralités sur les rhizobia et la fixation biologique de l'azote

atmosphérique.

Et une deuxième partie construite par deux chapitres ; un chapitre décrit les matériels et

les méthodes utilisés pour la caractérisation des rhizobia symbiotiques des légumineuses

étudiées : test de nodulation et étude de la croissance des souches en présence des métaux

lourds.

Le deuxième chapitre concerne la présentation et la discussion des résultats obtenus.

Enfin, la conclusion tirées de ce travail et les perspectives pour les prochaines études.
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1. Le macrosymbionte : les légumineuses

1.1. Généralités

Les légumineuses représentent la troisième plus grande famille de plantes à fleurs

(numériquement parlant) qui regroupe trois sous-familles, les Papilionacées (ou Fabacées), les

Mimosacées et les Césalpiniacées (Messaili, 1995; Dommergues et al., 1999).

2.2. La symbiose rhizobium-légumineuse

L'azote est l'élément nutritif dont les plantes ont besoin en grande quantité. La

disponibilité de cet élément est fortement limitant aussi bien dans les écosystèmes naturels

que cultivés et il a une grande influence à la fois sur le rendement et la qualité du produit. Les

plantes acquièrent l’azote par l'assimilation de l’azote minéral (nitrate, ammonium) et pour

certaines d’entre elles en mobilisant l'azote atmosphérique par le biais de leur association avec

des bactéries symbiotiques fixatrices d'azote. (Stougaard, 2000)

1.2.1 Intérêt de cette symbiose

Cette symbiose permet aux légumineuses d'être relativement indépendantes vis-à-vis de

l'azote du sol, ce qui permet d'assurer leurs besoins. En outre, avec l'ascension des prix des

engrais azotés et au vu des problèmes de pollution par les nitrates, l'importance des

légumineuses à forte capacité fixatrice de l'azote devient évidente. Pour les régions où les sols

sont généralement pauvres en azote La fixation symbiotique de l'azote est devenue un élément

incontournable des politiques de limitation des apports d'engrais azotés que ce soit pour des

raisons économiques, écologiques ou de durabilité de l'activité agricole (Alkama et al., 2002;

Jeder et al., 2003).

Il est donc avantageux de cultiver les légumineuses car d'une part, elles fournissent des

aliments riches en protéines et d'autre part, ce sont des cultures à faible niveau d'intrants que

ne modifient que très peu les équilibres biologiques naturels (Sprent, 2001). Cependant ces

avantages sont subordonnés à leur capacité de contacter des symbioses fixatrices de l'azote

avec des rhizobia des sols destinés à leur culture. Cette capacité ne peut s'exprimer

avantagement que si la légumineuse rencontre dans le sol la souche de rhizobia qui est

compatible avec elle et qui en même temps présente un pouvoir d'infectivité des racines (une

bonne compétitivité vis-à-vis des autres bactéries et une grande efficience au plan de

réduction symbiotique de l'azote atmosphérique) (Graham, 2008).
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2. Le microsymbionte: les rhizobia

2.1. Définition des rhizobia

Selon le Bergey'smanual of systematic bacteriology, le genre Rhizobium comprend des

bacilles de taille 0,5-1,0 x 1,2-3,0 µm. Ne formant pas de spores, Gram négatif, mobiles grâce

à des flagelles péritriches.( Jordan (1984) et Somasegaran et Hoben (1994) affirment la

mobilité grâce un flagelle ou de deux à six flagelles péritriches. Sont aérobies avec l'oxygène

comme accepteur final d'électrons mais peuvent bien croitre en faibles pression d'oxygène. En

anaérobiose, elles sont capables d’utiliser le nitrate comme accepteur final d’électrons. La

température optimale de croissance se situe dans l'intervalle de 25 à 30°C. Certaines espèces

peuvent, cependant croitre à des températures de plus de 40°C. Le pH optimum de croissance

étant de 6 à 7. Les colonies sont généralement de couleur blanchâtre ou beige, de forme

circulaire, convexe, translucides ou opaques, mucilagineuses et bombées. La croissance sur

milieux (YMA) (Somasegaran et Hoben, 1994).

2.2. Classification des rhizobia

La classification des rhizobiums, à l'image de la taxonomie bactérienne, est basée sur

une approche polyphasique qui ne retient plus les propriétés symbiotiques comme critère

taxonomique. En effet, une même légumineuse peut être nodulée par différentes espèces de

rhizobiums (le soja est nodulé par Sinorhizobium fredii et Bradyrhizobium japonicum)

tandis qu'une même espèce peut regrouper des bactéries de spécificités d'hôte différentes

(Rhizobium leguminosarum est divisé en trois biovars bv. viciae, bv. trifolii et bv. phaseoli)

(Boivin et al., 1998).

Les méthodes d’énumération des Rhizobia et la mesure de la diversité n’ont pas donné

une description exacte ; le nombre peut être sous-estimé et la diversité pourrait aussi être

masquée grâce aux divergences causées par le choix de la plante hôte et les facteurs du sol

(Terefework, 2002).

Tableau I: Classification des rhizobia (Graham, 2008)

Genre /espèce Plantes hôtes

Allorhizobium

A. undicola

Azorhizobium

Neptunia natans, Acacia, Faidherbia, Lotus

Ses bania rostrata
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A. caulinodans

A. doebereinerae

Blastobacter

B.denitrificans

Bradyrhizobium

B. canariense

B. elkanii

B. japonicum

B. liaoningense

B. yuanmingense

Burkholderia

B. caribensis

B. cepacia

B. phymatum

B. tuberum

Devosia

D. neptuniae

Mesorhizobium

M. amorphae

M. chacoense

M. ciceri

M. huaxuii

M. loti

M. mediterraneum

M. plurifarium

M. seplentrional

Ses bania virgata

Aeschynomene indica

Chamaecytisus,

Lupines

Glycine max

Glycine max

Glycine max Les pedeza, Medicage,

Melilotus

Mimosa

diplotricha M. pudica

Alysicarpus

glumaceus

Macherium lunatum,

Mimosa

Aspalathus spp

Neptunia natans

Amorpha fruticosa Prosopis alba

Cicer arietinum Astragalus sinicus,

Acacia Lotus corniculatus Cicer arietinum

Acacia senegal, Prosopis Juriflora, leucaena

Astragalus adusvrgens

Astragalus adsurgens

Glycyrrhiza pallidiflora,

Glycine, Caragana,

Saphora
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M. temperatum

M. tianshanense

Ralstonia (cupriavidus)

R. taiwanesis

Rhizobium

R. etli

R. galegae

R. gallicum

R. giardinii

R. hainanense

R. huautlense

R. indigoferae

R. leguminosarum

bvtrifolii

bvviciae

bvphaseoli

R. loessense

R. mongolenes

R. sullae

R. tropici

R. yunglinagense

Sinorhizobium

S. abri

S. americanus

S. arboris

S. fredii

S. indiaense

S. kostiense

Mimosa

Phaseolus

vulagaris,

Mimasa affinis

Galega orientalis,

Gofficinalis

Pivulagris leucaena, Macropilium,

Onobrychis P. vulagaris, leucaena,

Macroptilium, Desmanthus Desmocdium

sinuatum, Stylosathes, Vigna, Arachis,

Desmanthus Sesbania herbacea Indigofera

Trifolium La thyrus, Lens, Pisum,

Vicia P. vulgaris Astragalus, Lespedeza

Medicago ruthenica, Phaseolus vulgaris

Hedysarum coronarium

P. vulgaris, Dalea, Leucaena,

Macroptilium, Onobrychis

Amohicarpaea, Coronilla, Gueldenstaedtia

Abrus precatoius Acacia spp Acacia senega,

Prosopis, Chilensis Glycine max Sesbania

rostrata Acacia senegal, Prosopis chilensis

Kummerowia stipulacea Medicago

truncatula, M. polymorpha, M. orbicularis
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S. kummerowiae

S. medicae

S. meliloti

S. morelense

S. saheli

S. terangae

Medicago, Melilotus, Trigonella

Leucaena leucocephala Acacia, Sesbania

Acacia, Sesbania
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3. La fixation biologique de l'azote atmosphérique

La fixation biologique de l'azote atmosphérique est le processus par lequel certains

microorganismes transforment l'azote de l'air (N2 ou diazote) en ammoniac

(Huheevet et al., 1996; Rose et Mueller, 2006).

Elle résulte de l'activité d'une enzyme qui s'appelle la nitrogénase ( Maier et al.; 2009).

3.1. Les organismes et les systèmes fixateurs de l'azote

Les micro-organismes fixateurs d'azote dit diazotrophes remplissent une fonction

écologique irremplaçable (Davet, 1996). Ce sont des procaryotes (bactéries et

cyanobactéries), qui vivent soit à l'état libre dans le sol, éventuellement en association avec un

végétal, soit en symbiose avec un végétal (Luttge et al., 1994, Vilain, 1997).

3.1.1. Les fixateurs symbiotiques

La propriété symbiotique de fixation d'azote dans les nodules des plantes vasculaires est

rencontrée chez deux groupes majeurs de bactéries phylogénétiquement différents ; les

rhizobia (principalement AlphaProteobacteria) qui s'associent essentiellement avec des

plantes légumineuses appartenant à la sous-famille des angiospermes (Fabaceae), et les

Frankia (des Actinobacteria) qui s'associent avec un spectre plus large des plantes (Franche et

al. 2009).

3.1.2. La fixation symbiotique d'azote

Est l’un des processus biologique les plus importants qui influencent la production des

plantes et la fertilité des sols (Serraj et al. 2004 ; Franche et al. 2009).

Ceci est dû aux grandes quantités d'azote atmosphérique apportées au sol par ce

processus et dont la fixation symbiotique par les rhizobia qui vivent dans les nodules

racinaires des plantes légumineuses constitue le mécanisme le plus important (Abdel-

Ghafar1989 ; Franche et al. 2009).

L'association symbiotique entre Rhizobia; bactérie fixatrice d'azote atmosphérique, et

les légumineuses représente l'un des modèles les plus importants d'interactions entre bactéries

et plantes (Madigan et Martinko, 2007).

4. Utilisation des rhizobia en agriculture

Il est maintenant bien connu que les légumineuses ont la faculté de former des nodosités

racinaires en symbiose avec les bactéries rhizobium. L'exploitation des rhizobia est

généralement reconnue comme une priorité pour la recherche en biotechnologie du fait de son
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importance fondamentale pour la croissance des légumineuses et la production alimentaire.

Les agriculteurs ne peuvent guère tirer parti des rhizobia présents naturellement dans le sol

lorsque celui-ci contient des souches à faible pouvoir fixateur d'azote ou des populations

limitées de souches à pouvoir fixateur d'azote élevé. C'est pourquoi il est courant aujourd'hui

d'inoculer les légumineuses, c'est-à-dire d'ajouter délibérément des souches de rhizobium

efficaces, de manière à accroître les populations efficaces et ainsi, augmenter les rendements

des 1égumineuses (CPVQ, 1994).

La phytostabilisation est une technique qui vise à mettre en place une couverture

végétale durable qui peut servir à contenir la pollution des sites fortement contaminés en

utilisant des plantes tolérantes aux métaux lourds mais non accumulatrices des métaux. Il a été

démontré que l’utilisation de la symbiose légumineuse/rhizobium est une approche importante

dans la remédiation de sites chargés en métaux lourds mais la performance de cette relation

symbiotique est impactée par les métaux lourds qui réduisent la colonisation des racines par

les rhizobia et leurs activités de fixation de l’azote. Le développement des symbioses

tolérantes aux métaux lourds est une nécessité absolue pour accélérer la croissance des

légumineuses dans les sols contaminés en métaux lourds et stabiliser les sols des anciens sites

miniers (Roba, 2016).

L’étude de la structure génétique et phénotypique des populations de bactéries

symbiotiques pouvant s’associer à ces deux légumineuses revêt un grand intérêt et constitue

une étape clé pour trouver la meilleure adaptation des deux partenaires (plante/rhizobium) et

une bonne stratégie pour l’installation durable de la couverture végétale dans les site miniers

(Roba, 2016).

4.1. Effet des métaux lourds sur la symbiose légumineuses/rhizobia

Divers facteurs environnementaux tels que la salinité, la sécheresse, l’acidité,

l’alcalinité, les métaux lourds et les hydrocarbures, les températures extrêmes, des déficits en

nutriments ont des effets néfastes à tous les stades menant à l’établissement de la symbiose ;

depuis l’infection à la fixation de l’azote en passant par la formation des nodosités et la

croissance des rhizobia et de la plante (Maynaud, 2012).

4.2. Effet des métaux lourds sur les rhizobia

Certaines données de la littérature, rapportent que la présence de métaux lourds semble

avoir un effet sur la fixation de l'azote atmosphérique, sur la biomasse et leur diversité ainsi

que la taille de plantes (Rotheret al. (1983). Selon des essais faits sur des sols contaminés par

le Cd, le Zn et le Pb, ont rapporté uniquement une perte mineure de l'activité nitrogénase, d e
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la taille de plantes et de la nodulation. En effet, la capacité fixatrice d'azote est maintenue. De

même, un retard de nodulation a été démontré par (Martensson et Witter (1990).

La diminution de la taille des populations de rhizobium en rapport avec l'augmentation

des teneurs en métaux dans le sol et le temps d'exposition est actuellement bien étudiée (Pier-

Anne, 2009).



Deuxième partie
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 Matériel

L’ensemble des milieux de culture réactif et appareillages seront cites au fur et à mesure

de leur utilisation.

 Colorants réactifs et autres

-Solution de rouge Congo (RC).

-Solution de violet de Gentiane ; solution de Lugol ; solution de Fuschine.

Alcool ; eau physiologique, eau oxygéné(H₂O₂); eau de javel.

-Huile d’émersion.

-Sulfates de cuivre (Cu So4, 5H2O) :50 mg/ml.

-Acétate de plomb (Pb (OOCCH3)2, 3H2O) : 30 mg/ml.

-Chlorure de mercure (HgCl) : 200mg/ml.

-Sulfate de zinc (Zn SO4, 7 H2O) : 100mg/ml.

-Bichromate de potassium (Cr2K2O4) : 200mg/ml.

I. Caractère culturaux

I.1. Revivification et purification des isolats

Le repiquage se fait par des souches conservées de l’année passer sur le milieu YMA

plus Rouge Congo (Annexe I).

A l’aide d’une anse de platine, on prend une goutte de la suspension, et on l’étale sur

une boîte de pétri contenant le milieu YMA au rouge Congo dont la composition est celle

donnée par Somasegaran et Hoben (1985) dans les tableaux (Annexe I).

L’ensemencement est réalisé selon la technique des cadrans pour avoir des colonies bien

isolées a partir des sept souches (ML2 ; ML22 ; BN3.1 ; BN4.2 ; TN1.4 ; TN2.1 ; TN4.3).

Incubation à une température de 28°C et à l’obscurité.

Lecture

Après trois à cinq jours d’incubation, les colonies peuvent être observées sur les boîtes.

I.2 .Conservation des souches

Les colonies purifiées sont conservées dans des tubes contenant le milieu YMA incliné,

puis conservés réfrigérateur à (4 à 6°C) pour une utilisation ultérieure.



Chapitre 3 Matériel et méthodes

11

II. Test de nodulation

Cette étape est nécessaire pour démontrer que les souches isolées sont capables

d’induire la nodulation de leurs plantes hôtes et donc elles appartiennent aux rhizobia.

II.1. Préparation des pots

A partir des bouteilles en plastique de 1,5 l de volume ont été trouées, lavées et

désinfectées avec une solution d’hypochlorite de sodium et bien rincées à l’eau stérile.

Les pots sont ensuite séchés et recouverts par du papier aluminium pour protéger le

système racinaire des plantes de la lumière.

II.2. Préparation du substrat

Le substrat utilisé est le sable. Le sable est lavé plusieurs fois jusqu’à ce que l’eau de

lavage devienne claire, ensuite laisser sécher, puis stériliser dans un récipient au four Pasteur

à 180°C.

II.3. Préparation de solution d’arrosage

La nutrition des plantes est assurée par la solution de Rigaud et Puppo (1975), une à

deux fois par semaine selon les besoins des plantes (annexe II).

II.4. Stérilisation et germination des graines

Après sélection des graines saines de Medicago sativa, Melilotus indicus, Vicia faba et

Lens culinaris, nous avons procédé à leurs stérilisations en surface selon le protocole de

Vincent:

-Les graines sont mises dans un bain de l’éthanol à 95% pendant 30 s à 1 min afin de

désinfecter leurs téguments ;

- Puis dans de l’hypochlorite de sodium à 3% pendant 3 à 4 min ;

- Ceci est suivi d’un très bon rinçage abondant, pour éliminer toute trace de l’éthanol et

de l’hypochlorite de sodium.

Les graines ainsi stérilisées en surface sont mises à germer à l’obscurité à 20°C dans des

boîtes Pétri contenant du papier absorbant imbibé d’eau stérile.

II.5. Plantation

Après germination des graines et apparition des radicelles, les graines transférées

stérilement dans les pots contiennent le substrat pour la plantation.
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II.6. Inoculation

II.6.1. Première inoculation : C’est après la plantation directe. L’inoculation des

plantules a été réalisée par l’injection de 1 ml d’une suspension bactérienne de chaque souche

obtenue sur milieu YMA, après l’ajout de 2ml d’eau physiologique stérile dans chaque tube

YMA incliné et agitation.

II.6.2. Deuxième Inoculation : Après une semaine de la plantation, on fait la deuxième

inoculation.

II.7. Suivie la croissance des plantes

On suivi la croissance des plante à période 6 à 8 semaines.

II.8. Dénombrement

Après la croissance des plantes, on fait le dénombrement des nodules des plantes à

partir de système racinaire.

III. Caractérisation préliminaire des isolats

III.1. Coloration du Gram

Dans notre étude, on a effectué la coloration de Gram. Cette technique est l’une des

méthodes de coloration les plus utilisées, car elle permet de diviser les bactéries en deux

groupe Gram positif et Gram négatif (Tortora., 2003).

-Un frottis fixé à la chaleur sous la hotte à flux laminaire, est recouvert par un colorant

basique le violet de Gentiane, laissé agir pendant 1min.

- Le violet est éliminé avec le Lugol et laissé agir pendant 30 secondes.

- Après un lavage à l’alcool-acétone, le surplus de la solution décolorante est chassé par

un lavage à l’eau.

- La préparation est recouverte par la Fuschine, laissé agir durant 1 min. Après un

nouveau lavage à l’eau, on égoutte la lame sur du papier absorbant puis on observe à l’huile

immersion.

IV. Test biochimique

IV.1.Recherche catalase

L’oxydase ou le cytochrome oxydase est une enzyme présente dans certaines chaines

respiratoires cytochromique bactériennes.

A l’aide d’une anse platine, une colonie est déposée sur un disque. Si la couleur du

disque vire vers un violet noirâtre, il s’agit de bactéries oxydase positive (Camille, 2006).
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IV.2.Test de la catalase

Il s’agit de la recherche de la catalase : enzyme importante pour l’élimination du

peroxyde d’hydrogène selon la réaction suivante :

2 H2O2 → O2 + 2 H2O

Prendre une lame porte objet propre .déposer sur celle-ci une goutte d’eau oxygénée à

10 volumes et émulsionner un peu de la colonie suspecte ou de la culture obtenue sur gélose.

Le dégagement de bulles de gaz indique la présence de la catalase : test catalase+

(Camille, 2006).

V. Etude de la tolérance des souches aux métaux lourds

Le test a été réalisé sur milieu solide YMA. Il permet d’étudier la capacité des souches à

croitre et à résister aux métaux lourds.

Les métaux lourds utilisés ainsi que leurs concentrations sont choisis selon des études

faites Par El-Hilali (2006) et Abou Shanab et al, (2007). Ces métaux sont utilisés sous formes

de sels hydrosolubles. Les concentrations en sels de métaux utilisés pour la préparation des

solutions mères sont les suivantes :

Sulfates de cuivre (Cu So4, 5H2O):50 mg/ml.

Acétate de plomb (Pb (OOCCH3)2, 3H2O): 30 mg/ml.

Sulfate de cadmium (3 CdSO4, 8 H2O): 10mg/ml.

Chlorure de mercure (HgCl): 200mg/ml.

Sulfate de zinc (Zn SO4, 7 H2O): 100mg/ml.

A partir des solutions mères (initiales) de sels de métaux lourds, des volumes bien

définis sont prélevés et ajoutés à un volume de la gélose YMA (annexe I), pour avoir un

volume final de 100 ml. Les concentrations et les volumes nécessaires pour la préparation des

différents milieux YMA additionnés de métaux lourds à différentes concentrations est donné

en annexe IV, étant donné que la concentration de la solution mère des différents métaux

lourds est donnée en annexe III.

On préparer deux boites de Pétri du chaque concentration des métaux lourds et on fait

ensemencement en spot à partir des souches.

Après incubation à 28°C pendant 6 jours, la présence ou l`absence de croissance est

notée pour chaque souche à chaque concentration de métaux.
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I. Caractère culturaux

I-1- Croissance sur YMA+ Rouge Congo

Cette étude a concerné 7 souches provenant de différentes origines (ML2 ; ML22 ;

TN1.4 ; TN2.1 ; TN4.3 isolées de la légumineuse Melilotus indicus des palmeraies de

Touggourt et les isolats BN3.1 ; BN4.2 obtenus des plantes de Vicia faba de la région de

Biskra).

La croissance des sept souches sur le milieu YMA additionné de rouge de Congo est

détectable après 48h d’incubation, les souches ML2 ; ML22 ; BN3.1 ; BN4.2 ; TN1.4 ;

TN2.1 ; TN4.3 donnent des colonies lisses, visqueuses.

Les isolats apparaissent avec une couleur rosâtre, et généralement absorbent très peu le

rouge de Congo. Cette observation est commune chez la majorité des rhizobia (Jordan, 1984 ;

Vincent, 1970).

Figure 1. L’aspect des colonies de Rhizobia sur le milieu YMA+Rouge Congo.

II. Résultat de la caractérisation symbiotique des isolats (test de nodulation)

L’objectif de ce test vise à déterminer la capacité des isolats à noduler leur plantes

d’origine (test d’authentification avec les plantes Melilotus indicus et Vicia faba) et leur

aptitude à noduler d’autre plantes comme Medicago sativa, et Lens culinaris.

D’abord, concernant les essais de germination, les résultats montrent un taux de

germination nul pour les graines de la luzerne (Medicago), ce résultat peut être dû à la qualité

ou l'âge des graines utilisées pour le test.
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En d’autre part, les graines de mélilot (Melilotus) et de lentille (Lens) ont montrées un

taux de germination très élevé, mais toutes les graines germées meurent après plantation

directement.

Alors que les graines de fève (Vicia) montrent un taux de germination faible avec

pourriture rapide des graines germées.

Ces résultats peuvent être causés par plusieurs facteurs tels que la température de

germination et de croissance et la composition de la solution d’arrosage.

En générale, l'implantation des cultures des légumineuses se fait dans la période de

printemps (20 mars au 15 mai), sous climat méditerranéen qui se caractérise par une

température compris entre 10 et 25°C (Mazoyer M. et al. 2002) alors que notre travail est

réalisé au période de printemps de la région de Biskra caractérisée par une température plus

élevée. Ces conditions ont conduit à la pourriture de la plus part des graines soit pendant la

germination ou après leur plantation.

Par ailleurs, le manque de quelques composants de la solution d’arrosage (Na2MoO4

2H2O, MnSO4 2H2O et CaSO4 2H2O) qui sont importants et nécessaire pour la nutrition et la

croissance des plantes a contribué à la mort des jeune plantules en croissance.

Les éléments traces (comme Mo ; Mn et le Co) sont fréquemment classifiés selon leur

importance vis-à-vis de la croissance des plantes, soit comme éléments essentiels

(micronutriments), dont leur absence gêne la croissance des plantes, soit comme éléments

toxiques.

Ces éléments sont indispensables pour la croissance aussi bien des rhizobiums que de

leurs plantes hôtes (El-Hilali2006).

Tous ces facteurs ont participé à l’inhibition de la réussite du test de nodulation.

III. Caractérisation phénotypique des isolats

III.1. Résultat de la coloration du Gram

La coloration de Gram et l’observation microscopique révèlent que les souches étudiées

ML2 ; ML22 ; BN3.1 ; BN4.2 ; TN1.4 ; TN2.1 ; TN4.3 sont des bactéries sous forme des

courts bacilles à Gram négatifs (couleur rose).

Vincent (1970) ; Jordan (1984) et Somasegaran et Hoben (1985) rapportent que les

rhizobia sont des bactéries à Gram négatif de forme des baciles.
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Figure 2. Observation microscopique de la bactérie x 100.

III.2. Test biochimique

III.2.1. Recherche de la catalase

Tous les isolats montrent un résultat positif, alors il y a un dégagement d’oxygène

gazeux issu de la dégradation de l’eau oxygénée, sauf que ML8 et ML22 sont négatives li n’y

a pas la dégradation de l’eau oxygénée .Tableau 2

III.2.2. Recherche d’oxydase

Les résultats obtenus du test d’oxydase montrent que toutes les souches sont oxydase

positive. C’est-à-dire que ces bactéries possèdent une enzyme dans la chaine respiratoire

cytochromique bactérienne. Tableau 2

Tableau 2. Résultats des souches au test de Catalase et Oxydase

Souches ML8 ML22 BN3.1 BN4.2 TN1.4 TN2.1 TN4.3

Catalase

(+ /-)

_ _ + + + + +

Oxydase

(+/-)

+ + + + + + +
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IV. Etude de la croissance des souches en présence des métaux lourds

Les résultats de l’étude de la croissance des différentes souches en présence de Cinque

(5) métaux lourds sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 3. Croissance des souches en présence de différentes concentrations en métaux

lourds.

Souches

Métaux

lourds

(μg /ml)

ML8 ML22 BN3 .1 BN4.2 TN 1.4 TN2.1 TN4.3

50 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

100 + + + + + + +

Zn 200 + + + + + + +

400 + + + + + + +

CU 12,5 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

25 + + + + + + +

50 + + + + + + +

50 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

Pb 100 + + + + + ++ ++

200 + + + + + + +

400 + + + + + + +

50 - - - - - - -

Hgcl 100 - - - - - - -

200 - - - - - - -

300 - - - - - - -

Cr2 50 + + + + + + +

100 + + + + + + +

+ + + : Très bonnes croissance ++ : Bonne croissance + : Faible croissance

- : Absence de croissance

Ces résultats montrent que la plupart des souches se développe en présence de faibles

concentrations de métaux lourds. Leur croissance diffère en fonction de l’élément et de la

concentration considérée.



Chapitre 4 Résultats et discussion

18

En présence du zinc, la plupart des souches croît jusqu’à la concentration de 400 μg/ml,  

tous les souches développent dans toutes les concentrations testées.

Pour le cuivre aussi tous les souches développent sur toutes les concentrations testées.

D’après ces résultats, nous constatons que la plupart des souches croît en présence du

plomb et du bichromate de potassium, avec des concentrations 50 μg/ml jusqu’à 400 μg/ml 

pour le plomb, et des concentrations 50μg/ml à 100μg/ml. 

Concernant le chlorure de mercure, les souches ne présentent aucune croissance sur les

différentes concentrations testées.

Ces résultats indiquent que nos souches possèdes une forte tolérance vis-à-vis de la

majorité des métaux lourds, ils sont en accord avec les travaux de El-Hilali (2006) ; Abou

Shanab et al, (2007) ; Roba (2016) et Ziribi et al. (2015).

Les éléments comme, Cr, Hg, Pb, et le Zn sont généralement présents dans le sol en

faibles concentrations mais celles-ci peuvent augmenter à cause de processus naturels et des

activités humaines comme la combustion de combustibles fossiles, l’exploitation minière, les

engrais chimiques, les pratiques agricoles. Zribi et al, (2015) ont montré que la tolérance des

rhizobia aux métaux lourds peut varier entre les individus au sein d’une même espèce.

Il a été rapporté aussi que les rhizobia étaient capables de résister à de fortes

concentrations en différents métaux lourds grâce à la synthèse intracellulaire de biomolécules

(polysaccharides, thiols et acides organiques) capables de séquestrer le ces éléments et ainsi

de limiter sa toxicité et les dommages éventuels (Peirera et al. 2006 ; Chaintreuil et al. 2007 ;

Roba. 2016). De plus, les auteurs ont aussi mis en évidence la production extracellulaire de

Lipo Polysaccharides de Surface (LPS) pour immobiliser les métaux sur la paroi cellulaire et

limiter alors son entrée dans la cellule (Roba. 2016).

L’identification et la sélection de couples symbiotiques Rhizobium-légumineuse

résistants aux métaux lourds peut constituer un moyen très efficace pour palier

l’écotoxicologie des sols contaminés (El Hilali. 2006).

Un exemple de résultats de croissances des souches en présence des différents métaux

lourds est présenté dans la figure 4:
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Figure 4. Exemple de résultats de croissances des souches en présence de différents métaux

lourds.
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On peut noter qu’en présence du zinc, la plupart des souches croît jusqu’à la

concentration de 400 μg/ml,  toutes les souches se développent sur toutes les concentrations 

testées.

Pour le cuivre aussi, la totalité des souches sont capables de pousser sur les différentes

concentrations testées.

Nos résultats, indiquent aussi que les sept souches croissent en présence du plomb et du

bichromate de potassium, avec des concentrations de 50 μg/ml jusqu’à 400 μg/ml pour le 

plomb, et des concentrations 50μg/ml et 100μg/ml de du bichromate. 

Concernant le chlorure de mercure, les souches ne présentent aucune croissance sur les

différentes concentrations testées.

Les taux de résistance et de sensibilité des différentes souches aux métaux lourds sont

présentés dans la figure 4 :

La plus forte résistance est observée dans le cas du zinc, plombe, cuivre et chrome, la

majorité des souches ont résisté aux différentes concentrations. Les fréquences de résistance

aux ions métalliques testés sont comme suit : Zn = 100%, Pb = 100%, Cu =100% Hg= 0%,

Cr =100%,

Le mercure est le plus toxique pour les souches étudiées, sa présence inhibe la

croissance de la totalité des souches. L’ordre de toxicité des métaux a été jugé selon les

résultats obtenus comme suit : Hg> Cr> Cu > Pb > Zn.

Le pourcentage de résistance obtenu (figure 5) dans le cas du Zn (100%) du Pb (100%),

sont similaire à ceux rapporté par Abou-Shanab et al. (2007), alors que les pourcentages de

résistance obtenus dans le cas du Cuivre (100%) et Chromer (100%) sont supérieur à ceux

rapportés par Abou-Shanab et al. (2007) qui ont rapporté des taux de résistance de Cu (98%)

et Cr (53%).

Angel et al., (1993) ainsi que Tong et Sadowsky (1994) ont rapporté que les souches de

Rhizobia à croissance lente sont plus résistantes aux métaux lourds puisqu’elles ont la

capacité d’alcaliniser le milieu et rendre ainsi les métaux moins disponibles dans leur

environnement.
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Figure 5. Taux de résistance des souches étudiées vis-à-vis des métaux lourds.

Ces résultats indiquent que nos souches possèdent une forte tolérance vis-à-vis de la

majorité des métaux lourds testés. Ils sont en accord avec les travaux de El-Hilali (2006) ;

Abou Shanab et al, (2007) ; Roba (2016) et Ziribi et al. (2015).

Les éléments comme Cd, Cr, Hg, Pb, et le Zn sont généralement présents dans le sol

en faibles concentrations mais celles-ci peuvent augmenter à cause de processus naturels et

des activités humaines comme la combustion de combustibles fossiles, les engrais chimiques

et les pratiques agricoles. Zribi et al, (2015) ont montré que la tolérance des rhizobia aux

métaux lourds peut varier entre les individus au sein d’une même espèce.

Il a été rapporté aussi que les rhizobia étaient capables de résister à de fortes

concentrations en différents métaux lourds grâce à la synthèse intracellulaire de biomolécules

(polysaccharides, thiols et acides organiques) capables de séquestrer ces éléments et ainsi de

limiter sa toxicité et les dommages éventuels (Peirera et al. 2006 ; Chaintreuil et al. 2007 ;

Roba. 2016). De plus, les chercheurs ont aussi mis en évidence la production extracellulaire

de Lipo Polysaccharides de Surface (LPS) pour immobiliser les métaux sur la paroi cellulaire

et limiter alors son entrée dans la cellule (Roba. 2016).

L’identification et la sélection de couples symbiotiques Rhizobium-légumineuse

résistants aux métaux lourds peut constituer un moyen très efficace pour palier

l’écotoxicologie des sols contaminés (El Hilali. 2006).
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Conclusion

Dans ce travail, nous avons essayé d'étudier la symbiose entre sept souches de rhizobia

avec quatre types de légumineuses la fève et la luzerne, la lentille et mélilots. Les quatre

plantes ont été choisies pour leur importance économique, socio-économique et écologique.

Au terme de cette étude, on retiendra que :

L’ensemble des résultats obtenus relatifs à l’examen microscopique et l’aspect des

colonies apparues après environ 72 h d’incubation à 28°C a montré que ces isolats ont les

caractères des rhizobia à croissance rapide en fonction de la vitesse de croissance sur le milieu

YMA.

Cette étude nous permet de décrire quelques paramètres à savoir les caractères

morphologiques des colonies et les caractères biochimiques réalisés par teste d’oxydase et de

catalase.

Les résultats du test de nodulation nous permettent de déduire l’importance des

micronutriments comme Mo ; Mn et le Co dans la solution nutritive pour la croissance des

plantes.

L’étude de l’impact de 5 métaux lourds sur la croissance des sept souches a été réalisée

sur milieux solides (YMA). Les résultats obtenus ont montré la présence de différents niveaux

de tolérance chez les rhizobia étudiés vis-à-vis de ces métaux. La plus forte résistance est

observée dans le cas du zinc, plombe, cuivre et chrome dont la majorité des souches ont

résisté aux différentes concentrations. Nous avons trouvé que l’ensemble des souches ne

résistent pas au mercure qui est le plus toxique pour les souches étudiées, sa présence inhibe

la croissance de la totalité des souches.

Enfin, comme perspective de notre recherche, il serait souhaitable :

- Réétudier les caractères symbiotiques des souches en respectant les conditions

favorables pour la réussite de l’étude.

- Etudier le comportement des rhizobia en présence d’autre type des métaux lourds.
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Annexes

ANNEXE1 : Composition des milieux de culture.

Composition du milieu : Yeast-mannitol-agar (YMA) (Vincent, 1970)

Mannitol 10.0 g

K2HPO4 0.5 g

MgSO4. 7 H2O 0.2 g

Na Cl 0.1 g

Extrait de levure 0.5 g

L’eau distillé 1000ml

PH 6.8

Autoclave 120°C pendant 20 minutes.

Composition du milieu : Yeast-mannitol-broth (YMB) (Vincent, 1970)

Mannitol……………………………………………...10g

Extrait de levure………………………. ……………0,35g

K2HPO4...................................................................…........................ 0,5g

MgSO4, 7H2O………………………… ……………. 0,2g

NaCl…………………………………......................... 0,1g

H2O…………………………………………………...1000ml

Ajuster le pH à 6,8

Stériliser à 120°C pendant 20min.

Composition de la solution du Rouge Congo (RC)

Rouge Congo 0,25 g

Eau distillée 100 ml

Annexe II: Composition de la solution de Rigaud et Puppo (1975)

Solution Le composant La quantité

KH2PO4 2,04 g

Solution I

(Pour 100ml)

MgSO4 7H2O 2 g

KCl 2,01 g

CaSO4 2H2O 1,2 g

CoCl2 4H2O 1,2 g



Annexes

Solution II
(pour 100 ml)

Na2MoO42H2O 0,4 g

MnSO42H2O 0,2 g

CuSO4 5H2O 0,2 g

ZnSO4 7H2O 0,3 g

H3BO3 1,8 mg

Solution III
(pour 100ml)

Na2EDTA 1,875 g

FeCl3 6H2O 1,35 g

Pour la préparation d’un litre de solution d’arrosage: on ajoute 10 ml de la solution I, 1 ml de

la solution II et 144 μl de la solution III à un litre d’eau distillée stérile. 

Annexe III : Méthode de calcule de la solution mère (exemple de zinc)

MM ZnSO4 = 65, 4 + 32,1 + 64 =161,5 g/mol

MM Zn = 65, 4 g/mol

161, 5 g/mol 100 %

65, 4 g/mol X X = 40,495 %

Préparation de la solution initiale :

C = 100 mg/ml

1 g ZnSO4 0,404 g Zn

X 0,1 g X = 0,247 g

Pour 10 ml on mesure 2,47 g

C1 V2 =C 2V2 C2= 25 × 10-6 × 100

100 × 10-3

C2 = 0,025 ml

                                                        C2 = 25 μl  
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Annexe IV: Préparation des concentrations en sels de métaux lourds pour les tests faits sur le

milieu YMA

Sulfate de zinc (ZnSO4, 7H2O) : 100mg/ml

[Zn2+] 25 50 100 200 400 800
VSM (ml) 0,025 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8
VMA (ml) 99,975 99,95 99,90 99,80 99,60 99,20
VSM : Volume de la solution mère VMA : Volume en milieu YMA

Sulfate de cuivre (CuSO4, 5H2O) : 50mg/ml
[Cu2+] 12 ,5 25 50 100 200 400
VSM (ml) 0,025 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8
VMA (ml) 99,975 99,95 99,9 99,8 99,6 99,2

Chlorure de mercure (HgCl) : 5mg/ml
[Hg2+] 50 100 200 300 400 500
VSM (ml) 0, 25 0, 5 1 1,5 2 2,5
VMA (ml) 99,75 99,5 99 98,5 98 97,5

Acétate de plomb (Pb (OOCCH3)2, 3H2O) : 30mg/ml
[Pb2+] 25 50 100 200 400 800
VSM (ml) 0,083 0,166 0,333 0,666 1,333 2,666
VMA (ml) 99,917 99,833 99,667 99,334 98,667 97,334

Chromate de potassium (CrK2O4) : 200mg/ml
[Cr2+] 50 100 200 300 400 500
VSM (ml) 0,025 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8
VMA (ml) 99,975 99,95 99,9 99,8 99,6 99,2



ملخص

.داتیالعقلھذا قمنا باختبار الریزوبیا سرةلأ الأرضبكتیریا مع تكافلي تفاعل ستأس البقولیات

.الثقیلةللمعادنالجوھریةوالمقاومة،والثقافیةالمورفولوجیةتحمل الخصائص للسلالاتالمظھریةالدراسة تتعلق

 . الثقیلةالمعادن من مختلفة تراكیزبوجودالصلبالوسط في

.الثقیلةالمعادنتجاهالسلالاتوحساسیةمقاومةتبرزعلیھاالحصول تم التيالنتائج

. المعادن الثقیلة,الخصائص المورفولوجیة,زوبیاالری:المفتاحیةالكلمات

Résumé

Les légumineuses établissant une interaction symbiotique avec une bactérie tellurique de

la famille des Rhizobiacées. pour cella on fait un test de nodulation. L’étude phénotypique des

souches porte sur les caractères morphologiques et culturaux, la résistance intrinsèque aux

métaux lourds aux concentrations en milieu solide en présence de différentes concentrations des

métaux lourds.

Les résultats obtenus font ressortir la résistance et la sensibilité des souches vis-à-vis des

métaux lourds.

Mots clés : rhizobia, caractères phénotypique, métaux lourds.

Abstract

Legumes establishing a symbiotic interaction with a telluric bacterium of the family

Rhizobiaceae. for this we do a nodulation test. The phenotypic study of the strains relates to the

morphological and cultural characters, the intrinsic resistance to heavy metals at concentrations

in solid medium in the presence of different concentrations of heavy metals.

The results obtained highlight the resistance and the sensitivity of the strains towards

heavy metals.

Key words: rhizobia, phenotypic characters, heavy metals.




