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Introduction

Le sol constitue un support pour différents cycles d’échanges d’énergie et de transfert de
substances entre les différentes entités qui I’abritent. Un des cycles les plus importants est le
cycle de I’azote. La fixation biologique de 1’azote (N2) s’est généralement concentrée sur le
systeme symbiotique entre les légumineuses et les rhizobia, parce que ces associations ont le
plus grand impact quantitatif sur ce cycle. Il existe approximativement 700 genres et 13000
espéces de légumineuses, mais seule une portion de 20% qui constitue les légumineuses

d’importance agricole a été étudiée (EL-Hilali, 2006).

Les symbioses végétales sont une composante fondamentale de la stabilité et de la
durabilité des écosystemes. L’introduction des légumineuses, associées a leurs auxiliaires
microbiens fixateurs d’azote améliore la biodisponibilité d’éléments nutritifs, dans des sites
dégradés fortement appauvris en éléments nutritifs, Elle consiste une condition primordiale
pour réussir I’installation de plantes en milieu particulierement contraignant, comme le sont les

sites de carriére de calcaire apres exploitation sous climat méditerranéen. (Brunel et al., 2007)

Les Iégumineuses figurent parmi les dons de la nature les plus abondants et les plus
précieux. Elles fournissent un nombre important de produits et améliorent la fertilité des sols.
Ces produits sont les principales sources, de protéines pour la plupart des pauvres a travers le
monde, a I’huile végétale, au fourrage et bois combustible. Elles améliorent aussi la fertilité des

sols grace a leur capacité de fixer I’azote ( Dekak , 2010).

Le genre Astragalus de la famille des Fabacées comprend plus de 1500 espéces dont la
plupart se répartissent en Orient. Une cinquantaine d’especes sont retrouvées en Afrique du

Nord et quinze environ au Sahara (Teyeb et al., 2012).

Les rhizobia, deuxiéme élément de 1’association, sont des bactéries du sol capables
d'induire sur les racines des légumineuses la formation d'organes particuliers, les nodosités, au

sein desquels ils réduisent I'azote de l'air.

Dans cette association a bénéfice mutuel, la plante fournit une niche protectrice et de
I'énergie aux bactéries qui, en échange, synthétisent de I'ammoniac pour leur héte. Cette
symbiose rhizobia-Légumineuse (actuellement dénommée Symbiose Légumineuse- bactéries
nodulant les légumineuses (BNL) fournit chaque année, a I'échelle de la planéte, une quantité
d'azote équivalente a celle synthétisée par voie chimique dans l'industrie des engrais, et joue

donc un role écologique et économique considérable (Sebihi , 2008 ).
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Dans le cadre de la recherche de couples symbiotiques légumineuse-rhizobia efficients,
pour la réhabilitation des écosystemes appauvris et dégradés, 1’identification et la
caractérisation de la bactérie symbiotique (rhizobia) constitue un préalable a toute application.
D’un point de vue taxonomique, les rhizobia sont diversifiés avec pres de 6 genres décrites a ce
jour, appartenant aux sous classe Alpha, Béta et Gamma des Protéobactéries (N’zoué et al.,
2006)

L’objectif de notre travail est de réaliser la caractérisation phénotypique des bactéries
associées aux nodules d’Astragalus récolté des différentes régions de Biskra. Notre travail est

constitué de 4 chapitres :

Le premier chapitre comporte des geénéralités sur I’azote, le cycle d’azote et la fixation

biologique d’azote.

Le deuxiéme chapitre, comporte les deux éléments de la symbiose légumineuses-BNL,

les étapes de nodulation ainsi que les utilisations thérapeutiques de 1’Astragalus.

Le troisieme chapitre : matériel et méthodes, comprenant les tests de galerie API 20E, la
sensibilité des souches aux antibiotiques, la résistance intrinséque des souches aux différents
métaux lourdes et I’effet de 1’herbicide(Rhoundup).

Le quatrieme chapitre comprenant les résultats et discussions, conclusion et perspectives.
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1.1.Le cycle d’azote

Dans le cycle de 1’azote (Figure 1), les transformations microbiennes, des composés
azotés les plus importantes pour la production végétale, concernent I'équilibre entre formes
assimilables et formes non assimilables par la plante (minéralisation de l'azote organique,

immobilisation de I'azote minéral)

Les apports d'azote sont assurés par fixation biologique d'azote moléculaire ; et les
exportations ou pertes par nitrification-dénitrification et volatilisation de I'ammoniaque. (Roger
etal., 1996)

a.Ammonification

Au cours de la décomposition, ’azote organique est transformé en ammoniac par une
série des microorganismes, une partic de ’ammoniac peut étre volatilisé et retourne dans
I’atmosphére, mais la grande partie est recyclé en nitrate par les bactéries de sol (William et
Hopkins, 2003)

b.Nitrification

La formation de nitrate est initiée par ’oxydation de I’ammoniac en nitrite par des
bactéries appartenant au genre Nitrosomonas, le nitrite est ensuite oxydé en nitrate par des
membres des genres Nitrobacter (William et Hopkins, 2003)

c.Dénitrification

Lors de cette étape , les bactéries dites ( dénitrifiantes ) réduisent la nitrate en diazote de
forme volatile et en anaérobiose , qui retourne a 1’atmosphere sous formes gazeux (N2 et
N20 ) ( William et Hopkins , 2003 )
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Figure 1: cycle d'azote (site webl)

1.2. Fixation biologique de I’Azote (FBA)

La plus grande partie de I’azote de la biosphére (78%) se trouve dans I’atmosphére. la
fixation d'azote est le principal moyen naturel par lequel 1’azote atmosphérique est ajouté au

sol.

La premiére source d’azote utilisée par les plantes est I’azote du sol. En absence de tout
apport d’engrais, les plantes non fixatrices d’azote utilisent 1’azote du sol durant leur cycle
physiologique. Méme les plantes fixatrices d’azote atmosphérique utilisent d’abord 1’azote de
la semence et du sol durant la premiére phase de la croissance. L’azote du sol est essentiellement
sous forme organique. C’est par minéralisation que la matiere organique du sol libére 1’azote

utilisable par les plantes (Dekak , 2018)
Le renouvellement des formes assimilables de 1’azote peut étre assuré par certains

microorganismes du sol qui réduisent biologiquement 1’azote moléculaire. (Mbengue, 2010)

La fixation biologique de N2 est une activité microbienne aussi importante pour le

maintien de la vie sur le globe terrestre que la photosynthese. (Roger ,1996)
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D’aprés Obaton (1992), la fixation de I’azote est catalysée par une enzyme appelée

nitrogénase.

La fixation de 1’azote atmosphérique est réalisee au niveau de nodule ; la conversation de

N2 en ammonium faite par la nitrogénase qui comprend :
* protéine I (dénétrogénase ) qui réduit I’azote en ammoniac .

* protéine IT (dénétrogénase réductase) assure le transfert des électrons libérés par le Co-

facteur ferrédoxine. (Duhoux et Nicole, 2004),
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2.1. Mécanisme de la symbiose

La symbiose légumineuse-rhizobia est le résultat d'une interaction hautement spécifique
entre la plante et la bactérie. Apres les mécanismes complexes de reconnaissance entre les
deux organismes, la bactérie induit chez la plante la formation d'un organe spécialisé, le
nodule, a l'intérieur duquel la bactérie se différencie en bactéroide capable de fixer I'azote

atmosphérique. (Philippe et al., 1998 )

L’association symbiotique légumineuse-bactérie est un processus indispensable a la
plante pour acquérir I’azote sous forme réduit, mais aussi a la bactérie pour obtenir les
nutriments nécessaires pour son developpement. Elle est essentiellement basée sur une

communication moléculaire entre les deux partenaires. (Torche et al., 2010)

2.2. Mécanisme de la nodulation

Les nodosités sont présentés chez les sous familles de Fabaceae : 90 % des espéces de
Faboidées, le sont également chez les Mimosoidées (méme pourcentage) et les Césalpinioidées
(1/3 des especes), ce qui est une preuve supplémentaire de l'unicité des Fabales (Dupont et
Guignard, 2015).

Il existe souvent une population considérable de bactéries dont le fond génétique est
similaire a celui du rhizobia nodulant, mais qui manque des génes nécessaires a la symbiose.
Méme parmi les bactéries qui possédent les génes de symbiose, la plante héte peut encore étre

trés sélective (Zeze et al., 2001 ) .

la nodulation est un processus fait dans cing étapes (figure 2) entre deux partenaires:
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Figure 2 : Les étapes de la nodulation (site web 2)

2.2.1. Partie bactérienne : BNL

Les microsymbiotes sont des bactéries en forme de batonnets, Gram négatives, aérobies,

non sporulentes et a 1’état libre dans le sol.

D’un point de vue phylogénétique, ces bactéries appartiennent aux Protéobactéries.
(Duhoux et Nicole, 2004)

Depuis ’adoption de la taxonomie polyphasique comme critére de caractérisation, leur
classification se répartit actuellement en 10 genres que désignerons collectivement sous le nom
de rhizobia (Duhoux et Nicole, 2004)

2.2.2. Partie végétale : La famille de Fabaceae

Fabaceae (ou Leguminosae) est une famille économique importante qui comprend trois
sous-familles : Mimosoideae (fleure actinomorphe a pétales de valvates), Caesalpinioideae
(fleur zygomorphique a disposition imbriquée de pétales) et Faboideae (ou Papilionoideae,

fleur zygomorphique a corolle papilionacée) ( Shi et al., 2015) .
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a.Papilionoideae

Appelées Papilionacées, en raison de la forme de la corolle en « papillon », comprennent
de nombreux représentants de nos régions : les Tréfles, les Pois, les Haricots (Dupont et
Guignard, 2015).

Dans le tableau 1 on site les principaux especes d’Astragalus de cette sous-famille

b.Mimosoideae

Comprennent surtout des ligneux des pays chauds, les flamboyants (Delonix regia),
parure des tropiques ou le Caroubier, seule espéce méditerranéenne de la sous-famille (Dupont
et Guignard, 2015).
c.Caesalpinoideae

Elles ont un périanthe actinomorphe réduit mais des étamines généralement nombreuses.

Les fleurs sont réunies en capitules sphériques, des sortes de pompons faits surtout

d’étamines. Les genres les plus connus sont les Acacias et la Sensi (Dupont et Guignard, 2015).
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La symbiose légumineuse-rhizobia

Tableau 1 : quelques espéces des légumineuses (Ghanbarian et al., 2011)

Famille

Espece

Papilionaceae

Alhagi persarum Boiss.
Astragalus anacardius.
Astragalus bakhtiaricus.
Astragalus brachycalyx.
Astragalus camptoceras .
Astragalus campylanthus.
Astragalus campylorrhynchus
Astragalus coluteopsis.
Astragalus commixtus.
Astragalus crenatus.
Astragalus curvirostris.
Astragalus doshman- ziariensis.
Astragalus fasciculifolius.
Astragalus fischeri .
Astragalus hamosus L.
Astragalus ledinghamii Borne.
Astragalus ptychophyllus Boiss.
Astragalus reuterianus Boiss.
Astragalus rhodosemius Boiss.
Astragalus susianus.
Astragalus tribuloides.

Cicer oxyoodon.Boiss.
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2.3. Le genre Astragalus

Ce genre est largement répandu dans les régions tempérées et arides du monde
principalement situés en Asie (1500 especes), en Amérique du Nord (500 espéces) en Amérique
du Sud (150 especes) et en Europe (120 especes), mais aussi sur les montagnes d’Afrique
(Benchadi et al., 2013)

Nombreuses espéces au sein de ce genre sont des ressources importantes pour la
production de plantes médicinales ou feuillage pour animaux sauvages.la nodulation de 90
espéces d’astragales ont été signalées, bien que trés peu de travail taxonomique ont été realisé

sur les microsymbiotes associés a ces especes (Wei et al., 2003).

Les espéces choisies sont :

Astragalus gombo

La consistance différente des parois sont épaisses et coriaces , spongieuses,

et a feur grande, de 25 mm; gousse a parois épaisses, ligneuse, tres dure, ornée de
grosses nervures et terminée en bec robuste et long, assez commun dans tout le Sahara.
Endémique. (Ozenda, 2004)

Astragalus maréoticus

L 'Astragalus mareoticus est un échantillon avec fleurs et fruits, stigmate non bardu,
gousse presque glabre, a poils courts ; fleurs bleuatre-pale, feuilles longues a 6-8 paires de
folioles commun au Sahara. (Ozenda, 2004)

Astragalus armatus

Plante gousse uniloculaire non divisée longitudinalement par une cloison, a parois
parcheminées; calice renflé en vésicule, enfermant le fruit; plante trés épineuse, les
pétioles - devenant durs et aigls ; folioles petites, trés caduques; rameaux écailleux,

glabres. Lisiére tres commun au Sahara. (Ozenda, 2004)

Astragalus cruciatus

C’est une plante a grappe de gousses sessile ou portée par une hampe plus courte
que la feuille axillante; plante trés variable, portant souvent deux fruits seulement dans
chaque grappe, tres commun au Sahara septentrional, parait manquer plus au Sud. (Ozenda,
2004)

10
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2.4. Utilisations thérapeutiques :

Les espéces du genre Astragalus sont appréciées dans la médecine traditionnelle a travers
le monde, et utilisées comme herbes médicinales contre les ulcéres d'estomac, la toux, la
bronchite chronique, I'nypertension, les maladies gynécologiques troubles, diabete et morsures
venimeuses du scorpion. Certaines plantes du méme genre ont été rapporté comme ayant des

activités immunostimulantes, cardiovasculaires et antivirales (Benchadi et al., 2013)

La préparation d’Astragalus a été approuvée en cas de collapsus cardiovasculaire et de
maladie hypotonique. Il a un effet anti-inflammatoire et diurétique général et peut étre utilisé
pour le traitement des troubles vasculaires rénaux.

L'utilisation d'Astragalus dans les lésions du foie chez les patients atteints de tuberculose
pulmonaire a été proposée. Elle a des propriétés médicinales dues a la présence de glycosides
et de flavonoides (Lysiuk et al., 2016)

Les composants biologiquement actifs des espéces d’Astragalus sont la saponine, les
composés phénoliques et les polysaccharides .composés toxiques, tandis que les composants
toxiques sont constitués de nitrotoxines, d’alcaloides, d’imidazoline et de sélénium dérivés,
A. cruciatus Link., Est particulierement connu en médecine de Nord-africaine traditionnelle

especes toxiques, Il cause au bétail une maladie appelée "Asaydal” (Benchadi et al., 2013)

11



Parie Il :
Partie experimentale



Chapitre 3
Matériel et Méthodes



Chapitre 3 Matériel et méthodes

3 .1.Isolement des bactéries a partir des nodules
3.1.1. Source des isolats

Les nodules ont été obtenus a partir d’une collection réalisés par les étudiants des années
passées dans trois régions de Sud-Est Algérien ( Figure 3), collectés a partir, EI Hadjeb et
Fontaine des gazelles et El choucha de la wilaya Biskra.

La région de collecte des nodules :

Biskra située a I’Est de 1’Algérie, au Sud des monts des Aures, la wilaya de Biskra
apparait comme un véritable espace tampon entre le Nord et le Sud. Sa superficie est de 21671
km 2, soit 0,91 % du territoire national. Le climat est aride, avec des hivers froids et secs et des
étés chauds et secs ; la température moyenne annuelle est de 22,3°C, avec un minimum de 11,4

°C en janvier et un maximum de 34,2 °C en juillet.

A I’exception des montagnes septentrionales, la wilaya de Biskra regoit moins de 200 mm

de pluie par an, sauf année exceptionnelle (Farhi , 2001).

Notre site d’échantillonnage est la Fontaine des Gazelles, a la Daira d’El-Outaya, wilaya
de Biskra.

Notre deuxiéme site d’échantillonnage est la commune d’EL Hadjeb, wilaya de
Biskra.

Notre troisiéme site d’échantillonnage est la région d’el Choucha a la commune d’EL
Hadjeb.
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Figure 3 : Localisation géographique des zones de prélevement dans la région de Biskra (Site
Web 3).

3.1.2. Stérilisation des nodules et Isolement des souches a partir des nodules

Cette étape est réalisée par les étudiants des années passées suivant les étapes
suivantes (Vincent, 1970)

- L’écrasement et I’obtention d’un jus trouble par une anse de platine
- Prélevement de la suspension de nodule (Vincent, 1970)

- Etalement sur gélose coulé en boite (YMA +RC) (voir Annexe 1).

- Enfin on obtient des colonies isolées et faciles a caractériser

- Incubation a 28°C pondant 48 a 72 heures.

3.2. Caractéres morphologiques et culturaux
3.2.1. Préparation de milieu de culture

Les milieux de cultures servent de support pour la croissance de micro-organismes en

leurs apportant les éléments essentiels pour leur bon développement .
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Nous avons préparé les milieux de culture suivants : (voir Annexe 1)
v" YMA (Yeast Manitol Agar)
v' YMB (Yeast Manitol Broth)
v YMA +CaCos

Le pH des milieux est ajusté a 6.8

La stérilisation est réalisée a 120°C pendant 20 minutes

3.2.2. Purification des isolats

Des repiquages réguliers jusqu’a I’obtention des isolats homogenes ont été effectues

Dans des tubes contenant le YMB, I’ensemencement est réalisé puis les tubes sont placés

dans un bain-Marie agitateur de 120 tours/ min a 28°C pendant 72 h.

Ensuite I’ensemencement se fait sur le milieu YMA selon la méthode des quatre

cadreents (Figure 4)

LLs colonits seront ssplics

Inoculum

dans ot quadrane

Bada
s gu uc.-w"; 1e02 aahampasd - YOV V00 dane
- - s quacrants 268 3 o3 Quacranis Jet 4

Figure 4 : Ensemencement par la technique des quatre cadrans (Vincent, 1970)
3.2.3. Conservation des souches

La conservation est réalisée dans des tubes contenants 10 ml de milieu YMA additionnée

de 3g de CaCos comme agent neutralisant 1’acidité.
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Chague culture bactérienne en phase exponentielle est ensemencée sur des tubes inclinés

contenant le milieu YMA, Incubation a 28°C pendant 3 jours.

Cette méthode permet une conservation de 6 a 12 mois (Vincent ,1970)

3.3. Examen microscopique
3.3.1. Coloration de Gram
La coloration de Gram a été mise au point par Christian Gram en 1884.

En effet, cette coloration complexe permet de différencier des bactéries intactes et

morphologiquement semblables en deux groupes G" et G .

Elle se base sur la couleur de la paroi cellulaire aprés avoir utilisé la méthode de la

coloration.

Les étapes de la coloration de Gram sont décrites dans 1’annexe 2.

3.4. Caractérisation phénotypique des isolats
3.4.1. La reésistance intrinseque aux antibiotiques

L’action d’un antibiotique est caractérisée par la concentration minimale inhibitrice
(CMI) qui représente la plus faible concentration de 1’antibiotique inhibant la croissance du
rhizobia a la température optimale de 28°C. Les profils de la CMI de différents antibiotiques
sont d’un intérét écologique trés important puisqu’ils permettent d’identifier une souche de

rhizobia déterminée introduite dans un sol particulier (EI-Hilali ,2006).

Les tests ont été réalisés sur des boites de Pétri contenant du milieu YMA additionnées

de concentrations différentes d’ Antibiotiques (Tableau 2).

Les boites ont été subdivisees en 2 secteurs. Chaque secteur a été ensemencé par une anse

de platine d’une préculture fraichement préparée.

- Le milieu a été additionné de différentes concentrations d’antibiotiques selon la
méthode décrite par Somasegaran et Hoben (1985). Les solutions d’antibiotiques ont été
stérilisées par filtration (filtre 0.22um) puis additionnées au milieu YMA préalablement

autoclavé et maintenu a une température de 55°C.

- Les résultats de chaque test ont été évalués aprés une semaine d’incubation & 28°C.
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Tableau 2: Solution d'antibiotiques utilisés

Antibiotique les concentrations en pg/ml Solvant
L’acide nalidixique 110, 120, 130,140 NaOH 1IN

Norfloxacine 10, 15, 20, 25 Ethanol 95%
Néomycine sulfate 10, 20, 30,40 Eau distillée

3.4.2. La sensibilité des métaux lourds

Les métaux lourds sont présents naturellement dans le sol suite a la dégradation des roches

meres. Plusieurs paramétres influencent la disponibilité et la mobilité des métaux dans le sol.

Les plus importants a signaler sont le pH, le type du sol et les processus physico-

chimiques exercés par les différents étres vivants qui existent dans ce sol (El Hilali ,2006).

Ce test a été conduit pour évaluer la capacité des souches a résister aux métaux lourds,
trois métaux lourds ont été testés sous forme de chlorures sont : ZnCl,, CuCl; et HgClo.

Les souches sont cultivées sur le milieu YMA contenant différentes concentrations de
métaux lourds (Tableau 3) dans le but de déterminer la concentration minimale inhibitrice, puis

incubation des boites a 28°C jusqu'a 7 jours (Dekak, 2018).

Tableau 3: concentrations et les solvants des métaux utilisés

les métaux les concentrations en pg/ml

HgCl: 1,3,5,7,10, 15, 20

CuCl; 100, 200,300, 350, 400, 450

ZnCl> 100, 200, 300, 400, 500, 600,650, 700, 750, 800

3.4.3. Caractérisation des isolats : la galerie AP120 E

APl 20 E est un systéme standardisé pour 1’identification des bacilles a Gram négatif

combinant 8 tests conventionnels, 12 tests d'assimilation, et une base de données.
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La galerie API 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les
tests conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne saline qui reconstitue les

milieux.

Les tests d'assimilation sont inoculés avec un milieu minimum et les bactéries cultivent

seulement si elles sont capables d'utiliser le substrat correspondant.

Par la suspension en utilisant la pipette ayant servi au prélevement et pour éviter la
formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe de la pipette sur le coté de la cupule, en

inclinant légerement la boite d'incubation vers 1’avant (Figure 5).

Remplir avec la suspension le tube et la cupule pour les trois tests CIT, VP, GEL et

remplir uniqguement le tube pour les autres tests,

Recouvrir la remplir d'huile de paraffine les cupules pour les tests suivants : ADH, LDC,
ODC, HsS.

Refermer la boite d'incubation et incuber a 28°C pendant 24 heures.

Aprés ’incubation, les résultats traduisent par de virage de couleur spontanés ou réveélés

par ’addition de réactifs aprés 10 min d’ajout du réactif pour les tests suivants :
-Test VP : ajout d’une goutte de VP1 et de VP2.
-Test GLU : ajout d’une goutte de Nitrite 1 et Nitrite 2.
-Test de I’indole : ajout une goutte de JEMS(Covacs).
-Test de TDA : ajout une goutte de TDA.

La lecture de ces réactions se fait a I'aide du tableau de lecture et I'identification est

obtenue a l'aide du catalogue analytique (Annexe 3).
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Figure 5 : Inoculation de pré culture dans les puis de galerie API 20E (photo original)

3.5. Effet de la température

Les souches sont cultivées sur YMA et incubées aux températures suivantes : 4°C, 20°C,
28°C, 37°C, 40°C et 45°C, et les lectures sont effectuées apres 24 a 48 heures d’incubation, ce
teste est utilisé pour estimer les températures optimales et maximales de croissance.

3.6. Effet de I’herbicide

Souvent les agriculteurs voulant protéger leur culture avec des herbicides en ignorent que
ce traitement risque d’influencer sur le processus de fixation (bactérie + plante) et provoquant

la réduction de la croissance des plantes.
Pour suivre cet effet, on a suivi I’effet d’un herbicide in vitro par deux méthodes :

Rhoundup est utilisé par les agricultures
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3.6.1. En milieu solide

L'effet de Roundup sur nos isolats a été étudié sur des boites de Pétri contenant de la
gélose YMA.

On a trois concentrations d’herbicide (25¢g /I ; 50 g/l ; 100g/l) avec trois répétitions, ces
concentrations sont mélangées avec le milieu YMA, puis versées dans des boites de Pétri.
Apreés I’ensemencement des 8 souches et a la fin I’incubation pendant 4 jours & 28°C, la lecture

se fait selon le degré de croissance : bonne, moyenne, faible et nulle (Elzanaty et al., 2015)

3.6.2. En milieu liquide

La deuxieme méthode, et celle de la culture en bouillon pour suivre la croissance
bactérienne en présence de I’herbicide, Dans des flacons de 150 ml contenant 50 ml de YMB,
le pH du milieu était ajusté a 7, Les isolats en phase de croissance exponentielle sont ajoutés

apres ’addition de différentes concentrations d’herbicide.

Les flacons ont été incubés dans un Bain marie agitateur rotatif pendant 4 jours a

180 tr / min. La croissance des d'isolats est suivi en enregistrant la densité optique (DO).

L'expérience a été menée en trois répétitions. La turbidité a été mesurée a l'aide de
spectrophotometre a 600 nm contre le blanc (bouillon YMB stérilisé non inoculé) et le temps

moyen de génération a été calculé pour chaque isolat (Elzanaty et al., 2015).

19



Chapitre 4 :
Résultats et discussion



Chapitre 4 Resultats et discussion

4.1. Caractérisation morphologique et cultural
4.1.1. Isolement et identifications

Notre analyse est effectuée sur 80 souches isolées par les étudiants des années

précédentes, ces souches sont conservees par la méthode de Vincent (1970).

Dans ce travail, on a choisis 8 souches isolées a partir des nodules, des Astragalus gombo,
Astragalus maréoticus, Astragalus armatus, Astragalus cruciatus récoltées de différents sites

de wilaya de Biskra, selon la méthode de Vincent (1970), et Somasegaran et Hoben (1994).

4.1.2. Croissance des isolats sur milieu YMA

Apres 72h d’incubation, les colonies apparaissent sur le milieu YMA (Figure 6), avec une
couleur creme ou blanche, de taille variable ayant une forme circulaire bombée, de texture
translucide ou opaque et d’un aspect de surface lisse et brillant , La morphologie des isolats est
identique a celle trouvé par plusieurs auteurs : Vincent (1970) , (Gauri et al., 2011) et ( El Hilali
, 2006).

Figure 6 : Morphologie et la croissance les colonies des isolats sur YMA (photo

Original)
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4.1.3. Coloration de Gram

L’observation microscopique a permis d’observer des batonnets courts Gram négatif,
la méme observation a été enregistrée par Vincent (1970), ( Deora et Singhal ,2010) au cours
des études précédentes sur les rhizobia.

4.1.4. La résistance intrinséque des antibiotiques

D’aprés les résultats obtenus : Annexe 4 et Figure 7, on estime que :

Pour la Norfloxine : la concentration 25 pg/ml peut inhiber les souches GB15 -MB10 —
GR12 qui sont présentent la résistance la plus forte, et pour la concentration de 20 pg/ml, elle
inhibe les deux souches K24 et C45. La plus faible concentration est remarqué avec CK4 ou la
CMI est 15 pg/ml, tandis que les deux souches MH6 et F16 présentent une faible croissance a

25 pg/ml

Pour Néomycine : une concentration de 20 pg/ml suffit pour 1’inhibition complete des
souches GR12 — F16 ~GB15 —MB10 - C45, par contre les autres souches K24 — MH6 et CK4
ont un CMI de 30 pg/ml.

Pour I’acide Nalidixique : nos isolats sont trés résistants pour cet antibiotique, et cela est
confirmé par une CMI de 140 pg/ml pour 50% des souches et 1’autre moitié on remarque une

faible croissance dans les concentrations étudiées.
D’une fagon générale il y’a une hétérogénéité entre les isolats envers les antibiotiques.

Cacciari et al (2003) en étudiant de nombreuses souches de rhizobia isolées a partir de
Acacia de sols Sahéliens Sénégalais et Tunisiens, trouvent que les isolats provenant des sites
Tunisiens sont, globalement, tolérants a tous les antibiotiques, bien qu'a différents degrés. les
isolats provenant des sites Sénégalais ne présentent eux gque de faibles niveaux de résistance, a
part quelques isolats résistants a un seul antibiotique, la sensibilité aux antibiotiques, plus élevée
chez les souches sénégalaises que chez les souches tunisiennes, peut étre imputée a la biomasse

microbienne moins abondante dans la rhizosphere des Acacia de Tunisie .

Cette différence résistance vis-a-vis des antibiotiques les résistances les plus élevées sont
probablement dues a la plus grande aptitude des souches a survivre, principalement dans les
sites arides ou la sécheresse et le pH alcalin favorisent la croissance des bactéries producteurs

d'antibiotiques.
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Figure 7 : Effet de différents antibiotiques sur la croissance des souches

4.1.5. La sensibilité des métaux lourds

La contamination des sols par les métaux est trés répandue et 1’origine peut étre
diverse : exploitations industrielles, centrale électrique, fabrication de pesticides, engrais, boues
d’épuration, et la préoccupation majeure est la contamination par les métaux lourds qui a

certaines concentrations, devient néfaste pour les microorganismes. (Saoudi, 2017)

Apres le teste de sensibilité des métaux lourds et on trouve que toutes les souches sont
sensibles aux différentes concentrations des métaux lourdes testées, concentration de 7ug /ml ,
pour le CuClI2 .elle est 300pg/ml , et pour Zn CI2, la CMI est 650ug/ml (Tableau 5)

Tableau 4 : concentrations minimales inhibitrices des métaux lourdes

Les métaux lourds CMI
HgCl> 7 pg/ml
CuCl; 300 pg/ml
ZnCl; 650 pg/mi
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4.1.6. Galerie API20E :

Apreés I’incubation, les résultats trouvés sont présentées, dans le tableau 5 et Figure 8.

Tableau 5 : Résultats des isolats en utilisant systeme I'API 20 E

Souches testées
Test | B1o | F16 | GBS | GR12 | K24 | C45 | MH6 | CK4
ONPG | - - + - - - + )
ADH | + | - + S L B ¥ )
LDC | - + - ) ) ) ) )
ooc | *+ | - * L R * ¥
ot |+ - + + - - + -
H2S - - - - - " ) )
URE | - - - - - " * )
TDA | - - - - - - - -
IND - - - - - " ) )
P + - + + + + + -
GEL | - - - - - " ) )
GLU | - + + - - - ) ¥
MAN | - + + + * ) * )
INO - + - + + i * i
SOR - + - + - ) * )
RHA | - + + + + * * )
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SAC - + + + - - + -
MEL + + + + + + + -
AMY - + + + + + + -
ARA + + + + + + + -
GLU + + - + + + + -

4.1.6.1. Recherche de la B-galactosidase (test ONPG)

Les souches MB10-F16-GR12-K24-C45 et CK4 présentent un résultat négatif donc ils
ne possedent pas la B-galactosidase contrairement aux souches GB15 et MH6 qui marquent
le virage de couleur indiquant la possession de 1’enzyme B-galactosidase

des résultats similaires ont été signalés par Shahzad et al(2012) en travaillant avec
R.meliloti nodulant Medico Sativa et Boulbaba et al ( 2007) sur rhizobia cultivés dans des sols
Tunisiens .

4.1.6.2. Assimilation des sucres comme seule source de carbone

L’apparition de couleur jaune pour les souches F16 -GR12- K24 -C45- MH6 montre que
ces derniéres sont capables d’utiliser le Glucose comme source du carbone, par contre les trois

souches F16 - GB15 et CK4 qui sont donc n’assimilent pas le glucose colorées par le bleu.

Pour le mannose et I’inositol les souches GB15- GR12 et K24 ont assimilé ces deux
sucres, par contre une réaction négative est observée avec les souches MB10- F16- C45 et CK4.

Nos isolats utilisent aussi le sorbitol sauf les deux souches GR12 et MH®6. Ces résultats
sont différents a ceux de Gauri et al(2011) ayant trouvé que toutes les souches utilisent le
Sorbitol.

Pour le rhammnose et saccharose, le premier est assimilé par GB15-GR12-K24-C45-
MHB6 et le deuxiéme est assimilé seulement par GB15-GR12-MH&6. Nos résultats sont différents
a ceux d’El Hilali (2006) qui a trouve que les souches de rhizobia nodulant le genre Lupinus

utilisent le saccharose et le rhammnose.
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D’apres les résultats obtenus, on observe une différence nette dans I’utilisation des sucres
et on estime que les sucres les plus utilisées par nos souches sont : Ara, Mel, Glu, Sor, Rha et
Amy et les sucres moins utilisées sont : Man, Ino et Sac.

Toutes les souches peuvent utiliser une majorité de sources de carbone. la plupart des
souches peuvent utiliser des hexoses (rhamnose et sorbitol), des pentoses (arabinose et xylose),
des disaccharides (lactose et saccharose) et des trioses (glycérol) Nos résultats sont en accord
avec ceux trouvé par Gauri et al ( 2011) dans leurs étude sur R trifolium alexandrinum, et
Shahzed et al (2012) ayant trouvé que Rhizobium meliloti utilise tous les sucres comme source
de carbone, et Alshaharani et Shetta (2013) étudient les rhizobia isolés a partir des especes

de genre Acacia trouvent les mémes résultats .

4.1.6.3. Assimilation des acides aminés comme source d’azote
(Test ADH) : toutes les souches sont capables d’assimiler I’ Arginine sauf la souche CK4.
(Test ODC) toutes les souches sont capables d’assimiler 1’Ornithine.
(tes LDC) toutes les souches sont capables d’assimiler le Lysine .

Les résultats des tests nutritionnels montrent que les souches peuvent utiliser une large
gamme de carbohydrates, et peuvent pousser en présence de la majorité des acides aminés testés
et n’exigent pas toutes les vitamines pour la croissance, nos résultats sont similaires a ceux

trouvées par Torche et al (2010) dans leur travaux sur des BNL des genre Hedysarum .

Dans I’étude de Zhang et al (1991) sur les rhizobia isolées a partir de Acacia (Sénégal) et
Prosopis (Soudan) ont trouvé que ces souches sont capable d’assimiler 1’ Arginine et incapables

d’assimiler le Tryptophane

4.1.6.4. Hydrolyse de I’urée

La seule souche qui donne une coloration rose et peut hydrolyser ['urée est la souche
MHBG, par contre les reste ne possedent pas 1’uréase et n’a donné aucune alcalinisation du milieu

et cela est traduit par la couleur jaune.

Ces résultats sont opposés avec les résultats de Alshaharani et shetta (2013), et Gauri et
al (2011) qui ont trouvés que les rhizobia ont une activité catalytique positive, et on peut

expliquer cette différence au site de collection ainsi nos souches sont issus des plantes récoltés
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de Biskra (région aride, Sahara ) par contre Boulbaba et al ( 2007) ont trouvé des résultats

similaires avec nos souches , ils ont trouvées des résultats négatives

4.1.6.5. Réduction du nitrate

Aprés ’addition des réactifs I et IT du nitrate réductase, la majorité des souches ne
réduisent pas les nitrates en nitrite et donnant une réaction négative sauf les souches

F16, GB15et CK4 qui a donné une réaction positives.

Dekak (2018) trouve que toutes les souches sont nitrate positive aussi Zhang et al (1991)
ont trouvées des résultats similaires.

4.1.6.6. Hydrolyse de gélatine

Nos isolats ne posseédent pas la gélatinasse et ¢a se traduit par la réaction négative ;
Singh et al (2008) et Gauri et al (2011) ont trouvés les mémes résultats, par contre Boulbaba et
al (2007) enregistrent que les isolats des especes Cicer arietinum L sont capables d’hydrolyser

la gélatine.
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- a0
La souche MB10

La souche CK4

Figure 8 : Identification des isolats en utilisant systeme I'API 20E (photo original)
4.1.7. Effet de la température

La température joue un role important sur les équilibres microbiens du sol. L’influence
de la température sur la croissance est en fait une mesure sur la turgescence et sur I’action des
enzymes de la cellule. Les températures élevées engendrent la déshydratation et la dégradation
des enzymes de la voie métabolique des bactéries. Par contre, les basses températures entrainent
la gélification de I’eau cellulaire et I’inactivation parfois irréversible des enzymes. Le stress
thermique (non extréme) induit généralement I’expression de protéines de stress thermique HcP
(Heat shock proteins), qui assurent la protection des enzymes clés de la physiologie
microbienne (Al- Hilali, 2006).
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Généralement, on a trouvé gque la majorité de nos isolats tolérent un intervalle de 4 °C
jusqu’a 40°C.
Une faible croissance est enregistrée pour toutes les souches a 4°C, et une croissance

moyenne a 20°C.

La température optimale de nos isolats est 28°C (mesophiles), a 37°C la plupart des
souches tolérent cette température c’est le cas de K24 -GB15 - C45 - GB15 - MH6 - MB10, et

on note une absence de croissance chez les souches CK4 et F16 (Figure 9).

Figure 9 : Effet de la température de 37°C sur les isolats

A 40°C, observe une légére croissance MH6 et MB10, et les souches K24-GB15- C45 et
GR12 supportent cette température (Figure 10) ce qui indique que nos isolas sont thermo-
tolérants. Par contre les deux souches F16 et CK4 ne présentent pas une croissance a cette
température (T° maximale) une croissance a cette température, des mémes résultats similaires

sont trouvés par Alshaharani et Shetta (2013).
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Figure 10 : effet de la température 40°C sur les isolats

A 45°C, La majorité des isolats ne tolérent pas cette température sauf les deux souches

K24 et CK4 qui tolerent faiblement température (Figure 11).

Ces résultats sont différentes a celles de Saoudi (2008) sur le rhizobia nodulant A. armatus

récoltés de Tamara (Biskra) .

Sakrouhi (2017) a étudié deux genres de Acacia et conclue que les souches isolées de la
région de Fés (Maroc) tolerent une température comprise entre 20°C et 55° , il a trouvé des
souches qui tolérent la température de 55°C et d’autres souches ne poussent pas dans cette
tempeérature , et il a expliqué ca par le fait que ces souches ont besoin d’un temps de latence

pour s’adapter aux températures élevées .

Cacciari et al (2003) aussi trouvent que toutes les souches, a I'exception de trois d'entre
elles provenant d'un échantillon de profondeur du site de Louga (Sénégal), se sont révélées
capables de se multiplier a 40 °C. La moitié des souches montrait une croissance a 42°C. Cinq
d’eux peut tolérer jusqu’a45 °C, dont deux souches provenant d'un sol aride, deux d'un sol salin

et une d'un isolat de surface.
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Figure 11: Effet de la température 45°C sur les isolats

4.1.8. Effet de ’herbicide
4.1.8.1. En milieu solide

Il est clair que la dose la plus élevée de I'herbicide Roundup a un effet sur la croissance
de rhizobia (Tableau 7), et nous avons observe une variabilité de croissance in vitro sous les

différents traitements herbicides entre les isolats testés.
A 25 mg/ ml: 75% des souches poussent et résistent dans ce milieu (Figure 12).

A 50 mg / ml : dans cette concentration seulement 50% des isolats poussent dans cette

concentration (Figure 13).

A 100 mg/ ml : dans cette concentration, on observe 1’absence totale des colonies (Figure
14).

Elkanzy et al(2015) etudient I’effet de Rhoundup sur les rhizobia isolées a partir de
I’espéce Viciae faba L en Egypte, et ils ont trouvé des résultats similaires.

Ahemad et Khan (2013) rapportent que Roundup réduit le nombre de rhizobia dans

I’inoculum en lysant ces bactéries durant le suivie de la croissance pendant 72h.

D’apres Singh et Wright (2002) I'effet des herbicides (Bentazone) sur la croissance des
Rhizobium leguminosarum peut étre trés différent selon la méthode utilisée. L’herbicide, a la
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dose recommandée et augmente 10 fois supérieure a la dose recommandée, a eu un effet

défavorable sur la croissance de R. trifolii dans les puits ainsi que sur les disques posés

directement sur les plaques de gélose, mais ces résultats est différent dans la culture en bouillon,

de méme a une vitesse 10 fois supeérieure a celle recommandée, et on conclue aussi que il est

possible que les herbicides aient peu d'effet sur la croissance des rhizoia , mais qu'ils puissent

quand méme affecter négativement le processus de nodulation et I'activité de la nitrogénase.

C’est pour ¢a il faut suivre cet effet in vivo dans un champ .

Tableau 4 : I’effet de Roundup sur la croissance des isolats

Les souches 25 mg/ml 50 mg/ml 100 mg/ml
MB10 + + -

F16 + + -
GB15 + + -
GR12 - - -

K24 + + )

C45 + - }
MH6 + - .
CK4 - - -
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Figure 12 :L’effet de Roundup a 25 mg /ml (photo originale)
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Figure 14 : I’effet de Roundup a 100 mg /ml (photo originale)
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4.1.8.2. En milieu liquide

La suivi de la croissance pendant 3 jours nous a permis de tracer les courbes de croissance
(Figures 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22)

Dans la méthode de culture en bouillon, les rhizobia non traités (témoin) présentaient la
plus haute DO, dans ce cas la croissance et rapide et optimale. La DO enregistrée avec une
concentration (25 mg / ml) de Roundup avec les isolats MB10-F16-GB15-GR12-K24-C45 qui

montrent qu’ils tolerent cette concentration avec une croissance faible par rapport au témoin.

Cependant, la DO enregistrée avec une concentration (50mg/ml) de Roundup avec les
isolats MB10-F16-GB15- K24 montrent une tolérance intermédiaire

La densité optique enregistrée avec la concentration 100 mg/ml de Rhoundup est

inhibitrice car il n’y avait aucune croissance pour tous les isolats.

Fox et al (2007) ont trouvé que I’effet de 1’herbicide est du a certains substances
chimiques qui se lient a des récepteurs sur les rhizobia et bloquent le signal envoyée de la plante

affectant directement la survie des bactéries.

D’apres les courbes, on peut aussi estimer la phase exponentielle des isolats, elle est au
alentour de 18-20h.

34



Chapitre 4

Résultats et discussion

Densité optique (nm)

La Densité Optique ( nm)

1,2
A

0,8

0,6

0,4

0,2

témoin 25 mg/ml 50 mg/ml 100 mg/ml

10 20 30 40 50 60
Temps ( h)

Figure 15 : Courbe de croissance de la souche MB10

témoin 25 mg/ml 50 mg/ml 100 mg/ml

10 20 30 40 50 60
Temps (h)

Figure 16 : Courbe de croissance de la souche F16

35



Chapitre 4

Résultats et discussion

0,6
A

0,5
0,4
0,3

0,2

densité optique (nm)

0,1

témoin 25 mg/ml 50 mg/ml 100 mg/ml

0,45
A

0,4
0,35
0,3

0,25

densité optique(nm)

0,05

10 20 30 40 50
temps (h)

Figure 17 : Courbe de croissance de la souche GB15
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Figure 18 : Courbe de croissance de la souche GR12
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Figure 19 : Courbe de croissance de la souche K24
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10 20 30 40 50
Temps (h)

Figure 20 : Courbe de croissance de la souche C45
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DENSITE OPTIQUE (NM)
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Figure 21 : Courbe de croissance de la souche MH6
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Figure 22 : Courbe de croissance de la souche CK4
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Conclusion

L'étude de la physiologie des rhizobia face aux contraintes environnementales peut
apporter des indications utiles pour une meilleure compréhension des stratégies qu'elles
adoptent pour résister aux conditions de privation de nutriments et étre capables de survivre,
les conditions redevenant favorables, de reprendre une activité et datteindre les sites de
nodulation (Cacciari et al .,2003).

Nous avons étudié la caractérisation phénotypique des souches isolées a partir de la
wilaya de Biskra ; cette caractérisation comporte des tests nutritionnels, biochimiques sur la

galerie API20E et la résistance aux antibiotiques, métaux lourdes et I’effet de I’herbicide.
Apres la realisation de e travail, on a obtenu les résultats suivants :
- Les souches présentent une résistante aux métaux lourds, les antibiotiques

- Concernent la sensibilité vers 1’herbicide (Roundup) une concentration plus élevée
induit une toxicité plus élevée pour les bactéries. car le nombre de colonies tolérantes

au Roundup diminue lorsque la concentration augmente de 25 a 100pug/ml.

- Les souches sont cultivées sur YMA montrent que ce sont des bactéries Gram
négative et ont une croissance rapide avec une température optimal de 28°C, les

isolats sont des bactéries tolerent des changements de la température de 4°C jusqu’a

40°C.

- Drapres les tests nutritionnels et biochimiques sur la galerie API120 E, les souches
assimilent a plusieurs sucres comme seuls source de carbone et les acides aminés

comme source d’azote.
Cette étude reste incompleéte, il faut le finaliser par :

e Caractérisation moléculaire moléculaires tels que REP / PCR-RFLP, séquencage
des genes ARNr 16S et hybridation ADN/ADN pour bien mise en évidence la

diversité phénotypique.

e Etude in vivo I’effet des variations ( PH — temperature —antibiotiques , métaux

lourdes) sur la plante au cours de sa développement .
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e Suivre I’effet des autres herbicides in vivo et in vitro pour voir leurs effets sur les

bactéries et la nodulation.
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Annexe 1 : les milieux de culture

Milieu Compositions Quantité
Mannitol 10.00 g
YMB K2HPO4 05049
(Yest Mannitol MgSQO4 0.20g
Broth) NaCl 0.10g
(VINCENT, Extrait de levure 0509
1970). Eau distillée 1000 mi
YMA YMB 1000ml
(Yest Mannito Agar 159
Agar)
(VINCENT,
1970)
YMA-RC YMA 100ml
(VINCENT, Solution stock de 10 mi
1970) rouge Congo
Annexe 2

La coloration de Gram a été réalisée selon la technique suivante :

» Sur une lame, fixer & la chaleur une culture bactérienne ;
» Recouvrir du la lame avec la solution de violet de gentiane pendant une minute ;
» Ajouter du lugol pendant 30 secondes ;

» Décolorer avec de I’alcool 950, puis rincer I’eau ;

>

Faire une contre coloration en utilisant la fuschine et laisser agir 20a 30 secondes ;
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>

Laver al’eau ;

> Apres séchage, soumettre la lame & une observation microscopique a immersion

(x100).

Les bactéries a Gram positif apparaissent en violet et les bactéries a Gram négatif en rose.

Annexe 3 : Tableau d’interprétation de la galerie API 20E

TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E
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Annexe 4 : la sensibilité des antibiotiques

Norfloxine Neomycine Nalidixique
10 | 15 | 20 25 10 20 30 40 | 110 | 120 | 130 | 140
GR12 | ++ | + + - + - - - ++ + + -
F16 +++ + + + + - - - ++ ++ + -
GB15 | +++ | + + - + - - - ++ + + -
MB10 | +++ | + + - + - - - ++ ++ + +
K24 +++ | + - - + + - - ++ ++ + +
C45 + + - - + - - - ++ + + +
MH®6 ++ + + + + + - - + + + +
CK4 + - - - ++ + - - ++ ++ + -

++ : bonne ; + : moyenne ; £ : faible ; - : nulle .
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Annexe 5 : les densites optiques des souches testées

MB10

F16

GB1

GR12

K24

C45

MHG6

CK4

concentrations 0 1 2 6 7 24 28 30 48
témoin 0,27 0,28 0,28 0,50 0,55 0,89 0,90 0,90 0,88
25 mg/ml 0,30 0,35 0,35 0,40 0,40 0,60 0,60 0,57 0,50
50 mg/ml 0,35 0,35 0,35 0,36 0,36 0,42 0,42 0,42 0,42
100 mg/ml 045 0,39 0,36 0,32 0,30 0,30 0,28 0,28 0,28
témoin 0,3 0,33 0,35 0,37 0,4 0,9 0,92 0,92 0,9
25 mg/ml 0,32 0,32 0,35 0,35 0,37 0,53 0,53 0,53 0,53
50 mg/ml 0,36 0,344 0,35 0,36 0,37 0,41 0,41 0,41 0,37
100 mg/ml 0,4 0,3 0,28 0,27 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
témoin 0,04 0,054 0,09 0,17 0,23 0,45 0,46 0,46 0,45
5
25 mg/ml 0,09 0,093 0,093 0,099 0,099 0,23 0,23 0,23 0,23
50 mg/ml 0,12 0,12 0,13 0,14 0,15 0,2 0,2 0,2 0,2
100 mg/ml 0,25 0,25 0,24 0,22 0,22 0,2 0,2 0,2 0,2
témoin 0,05 0,07 0,08 01 0,12 0,39 0,4 0,4 0,39
25 mg/ml 0,09 0,096 0,098 0,1 0,1 0,18 0,18 0,18 0,16
50 mg/ml 0,1 0,1 0,1 0,11 0,11 0,12 0,12 0,12 0,12
100 mg/ml 0,21 0,21 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
témoin 0,05 0,07 0,08 0,12 0,14 0,39 0,4 0,4 0,39
25 mg/ml 0,09 0,096 0,098 0,1 0,11 0,28 0,28 0,28 0,28
50 mg/ml 0,1 0,1 0,1 0,134 0,134 0,2 0,2 0,2 0,19
100 mg/ml 0,2 0,19 0,19 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14
témoin 0,07 0,072 0,073 0,083 0,086 0,27 0,27 0,27 0,27
25 mg/ml 0,09 0,092 0,093 0,095 0,096 0,14 0,14 0,14 0,14
50 mg/ml 0,12 0,121 0,122 0,124 0,125 0,13 0,13 0,13 0,13
100 mg/ml 0,2 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16
témoin 0,04 0,045 0,045 0,047 0,049 0,23 0,23 0,23 0,19
5
25 mg/ml 0,06 0,065 | 0,065 0,064 0,064 0,04 0,04 0,04 0,04
5
50 mg/ml 0,13 0,13 0,13 0,12 0,12 0,1 0,1 0,1 0,1
100 mg/ml 0,2 0,2 0,2 0,17 0,17 0,15 0,15 0,15 0,15
témoin 0,3 0,3 0,3 0,38 0,39 0,8 0,8 0,8 0,8
25 mg/ml 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,42 0,42 0,4 0,37
50 mg/ml 045 0,45 045 0,48 0,48 0,45 0,45 0,45 0,45

100 mg/ml 0,59 0,59 0,59 0,59 0,59 0,5 0,5 0,5 0,5
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L’objectif de cette étude est de déterminer les propriétes physiologiques, nutritionnels, biochimique, ainsi

que la résistance intrinséques aux antibiotiques et aux métaux lourdes et suivre I’effet de I’herbicide.

Les résultats montrent que les isolats sont des bactéries Gram négative, a température optimale de 28°C
et assimilent une large gamme des sucres comme source de carbone (principalement le Glucose et 1’ Arabinose) et
les acides aminés (Arginine — Lysine et Ornithine) comme source d’azote et ils sont incapables d’assimiles le

Tryptophane .

On trouve une variabilité dans la résistance aux antibiotiques (Norfloxine 20ug/ml et Néomycine 25 pg/ml)

et une sensibilité vers les métaux lourdes. Les isolats résistent a I’herbécide Roundup jusqu'a 100ug/ml

K Mots lés : Rhizobia , Astragalus , nodulation , Roundup , caractérisation phénotypiquej

Abstract \

The objective of this study is to determinate the physiological, nutritional and chemical
physiological

Properties and determination of their resistance to antibiotics, metals and follow the effect of
herbicide .

The results showed that the samples were mobile Gram negative bacteria and ideal temperature for 28°
growth. All sugars are used as a source of carbon and amino acids are used as the main source of
nitrogen.

There is a variability in antibiotics resistance and sensivity to heavy metals and herbicide .

Qey words: Rhizobia, Astragalus, nodulation ,Rhoundup , phenotypic characterization, /




