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Introduction

Introduction

En Algérie, la production des légumineuses fourrageres et alimentaires constituent, en
plus des céréales les défis majeurs de I'agriculture. Dans un contexte de sol pauvre en azote,
les légumineuses sont intéressantes car elles ont la capacité de réaliser une symbiose fixatrice
d'azote atmosphérique avec les bactéries rhizobiums du sol. Elles développent des nodules sur
leurs racines, dans lesquelles les bactéries réduisent I'azote atmosphérique en ammoniac

disponible pour la nutrition azotée de la plante (Nassira ,2014) .

Cette symbiose présente des intéréts environnementaux et agronomiques puisqu’elle
permet de réduire la consommation d’engrais chimiques azotés. Les légumineuses a grains
sont une source majeure de protéines chez 'homme et la nutrition animale, elles sont
fréquemment cultivées en rotation ou en association avec les céréales afin d'améliorer

leur nutrition en azote, les rendements des cultures et la fertilité des sols (Nassira ,2014).

La fixation de l'azote, c'est-a-dire la réduction de I'azote atmosphérique en ammoniac,
est le phénome de base qui ne rend pas l'azote disponible pour la biosphere. Parmi les
organismes vivants, seuls quelques procaryotes ont cette capacité. lls sont répartis sur la
plupart des principaux phylums bactériens. Parmi celles-ci, certaines bactéries du sol,
communément et collectivement appelées rhizobium ou rhizobia, peuvent former des sym-
bioses avec les légumineuses. Ils induisent la formation d'organes speécialises, appelés
nodules, ou ils fixent l'azote au profit de la plante. Ces symbioses ont une importance
environnementale et agricole majeure puisqu'elles sont responsables de la majeure partie de la

fixation biologique de I'azote atmosphérique sur Terre (Frédéric, 2001).

L’accumulation de métaux lourds dans les plantes présente un risque toxique pour
I’Homme, car les plantes cultivées sont le point d’entrée dans la chaine alimentaire. Par
comparaison aux autres espéces, la laitue a tendance a présenter des teneurs élevées en
cadmium, un métal lourd tres toxique dont la concentration croit régulierement dans les sols
cultivés pour des raisons environnementales. En termes de sécurité alimentaire, il est donc
important de produire des variétés accumulant des teneurs en cadmium réduites, et la laitue

est un bon modele pour débuter ce type d’approche (Walid ,2011)

L’objectif de notre travail est la recherche des rhizobia associes du la feve (Vicia faba)

issues des régions de Biskra ainsi que 1’¢tude de leur tolérance en présence des métaux lourds
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(Détermination des concentrations critiques de certains métaux lourds permettant de

différencier entre bactéries sensibles et résistantes)

Ce travail est réalisé en deux parties, une premiére partie consiste a une synthese
bibliographique: Chapitre 1: Généralités sur les rhizobia et la fixation biologique de l'azote

atmosphérique, et chapitre2 : Effet des métaux lourds sur rhizobia

Et une deuxiéme partie (partie expérimental) construite a deux chapitres : un chapitre
décrit les matériels et les méthodes utilisés pour la caractérisation des rhizobia symbiotiques
des légumineuses. (Travail (tests) réalisés par 1’étudiant) et étude Synthese des tests réalisés

dans les articles étudiés (les tests que nous pouvons les réalises).

Le quatrieme chapitre concerne la présentation et la discussion des résultats obtenus.
(Présentation et discussion des résultats obtenus par I’é¢tudiant et Synthese et discussion des

résultats obtenus dans les articles étudiés).

Enfin, les conclusions tirées de ce travail et les perspectives pour les prochaines

études.
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Chapitre | : Symbiose Rhizobia-Légumineuse

1. Genéralités :
1.1 .La fixation biologique de I’azote :

Les rhizobiums sont des bactéries particuliéres qui peuvent vivre dans le sol ou
dans les nodules formée sur les racines des légumineuses. Ces nodules racinaires, elles
forment une association symbiotique avec la légumineuse obtenant des nutriments de la

plante et la production d’azote, appelé fixation biologique d’azote (Hussain et al, 2002).

La fixation symbiotique d’azote est un systéme associant aux plantes de la famille
des légumineuses et certaines bactéries Gram négatif, Les résultats et interactions d'un
groupe de recherche coopérative d'agronomes, de phytogénéticiens, de microbiologistes, de
physiologistes et de moléculaires pour ameliorer la fixation symbiotique de lI'azote (SNF)
et le rendement N -dépendant du haricot commun sous une salinité modérée dans le bassin
méditerranéen sont présentés. Ce dernier était associé a une grande diversité rhizobienne, y

compris des especes nodulant de haricot (Drevon et al.2000)

1.2 . Les fixateurs symbiotiques :

Sont représentés par :

Les Rhizobia, l'un des principaux groupes et le plus anciennement connu, s'associent aux

Iégumineuses.

Les Frankia, bactéries filamenteuses sporulantes (actinomycetes) associées a des arbres et des

arbustes comme les Casuarina, les Myrica et les Alnus (Rabah ,2009).

Le processus symbiotique aboutit au développement, sur le systeme racinaire, de
nodosités plus communément appelées nodules actinorhiziens ou actinorhizes, qui abritent le
microorganisme. Au sein de ces structures, la plante hote fournit des substrats carbonés a
Frankia qui, en retour, transforme 1’azote atmosphérique en ammoniac nécessaire a la
croissance du partenaire végétal. Moins étudiée que la symbiose Rhizobium-légumineuses, la
symbiose actinorhizienne permet une fixation d’azote comparable et joue un réle important au

niveau écologique. (Benabdoun et al ,2012).

1 .3 .Les fixateurs libres :

Sont représentés essentiellement par des Azotobacter, Beijerinckia, Clostridium,
Rhodospirillum (Mouafek, 2010).



Chapitre | : Symbiose Rhizobia-Légumineuse

Ces sont caractérisées par la formation d’un nouvel organeau niveaux des racines, le
nodule ou nodosité, & [lintérieure duquel certaines cellules sont envahies par les
microsymboites fixateurs d’azote qui se retrouvent séquestre dans des structures
membranaires d’origine Vvégétal formant un organite propre aux symbioses rhizobia-

légumineuses et Frankia-plant actinorhiziennes : le nodule (Djouadi, 2018).

1.4. Le macrosymbionte : les légumineuses

Les légumineuses constituent une immense famille de plantes dont le seul caractere
commun est de produire des ayant un ovaire libre, constitué par seul carpelle qui donne un
fruit appelé gousse ou légume. On compte 475 genres et environ 16400 especes se

répartissant en trois famille : Mimosoideae, Caesalpinoideae et Papilionoideae (ou Fabacées)

Les fabacées avec 10000 especes représentent d’ailleurs les plus grands partis des
légumineuses. Beaucoup d’espéces sont cultivées pour leurs graines qui sont riches en
amidon (Féve, Harict, Lentille, Pois, Pois chiche), en huile (Arachide, Soja) ou en protéines
(Fenugrec, Lupin , Soja ) les trefles ,les luzernes, le sainfoin et le lotie servent a
I’alimentation du bétail (Chabbi ,2008).

1.5. Le microsymbionte: les rhizobia

Les rhizobiums sont reconnus comme étant des bactéries fixatrices d’azote, gramme
Négatives, aérobies et présent soit a I’état libre et en général dans le sol soien association
Avec des légumineuses. Ils appartiennent a la sous classe alpha des protéobactéries de la
Grande classe des eubactéries (Chabbi ,2008).

Les bactéries genre rhizobium, batonnet, mobiles, Aérobie, chimioorganohétérotrophe,
leur source de carbone incluent les sucre, se trouve dans le sol et le nodule des racines, %GC

(59 _ 64), espéce de type : R, leguminosarum (Murray, 2004).

1.6 .La symbiose rhizobium-léguminese :

La symbiose rhizobienne est une association entre les plantes de la famille des
Iégumineuses et des bactéries du type Rhizobium permettant de réduire I'azote atmosphérique
en des formes assimilables par les plantes. Bénéfice réciproque, cette association donne lieu a
des interactions multiples entre les deux partenaires. Au cours de ces interactions, un nouvel

organe, le nodule, est formé sur les racines ou plus rarement sur les tiges a partir de
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Primordial racinaires dormants et disposés en rang le long de la tige. C'est au sein de cet

organe protecteur que l'azote atmosphérique est fixé par les bactéries

A ce jour, les seules plantes non légumineuses capables de noduler avec des rhizobia
(Sinorhizobium et Bradyrhizobium spp.) sont de petits arbres tropicaux appartenant au genre
Parasponia, de la famille des Ulmacées (Fassou, 2011).

2. Intérét de la fixation symbiotique d’azote:

Il faut de 2 a 3 tonnes d'équivalent pétrole (du gaz naturel, le plus souvent) pour
produire une tonne d'engrais azoté (L’azote produit industriellement par syntheése chimique)
par le processus Haber-Bosch (gaz naturel pour fournir I'hydrogene et température et pression

élevées nécessaires pour la réaction) (Selami ,2017).

* On produit environ 40 millions de tonnes d'ammoniac par le procédé Haber/ Bosh par
année. C'est environ 1/5 de ce qui est produit par les bactéries fixatrices d'azote sur toute la

planéte.

» La moitié de I'engrais ajouté est absorbée par les plantes cultivées. Le reste est absorbé

par d'autres plantes ou lessivé, ce qui engendre la pollution des nappes phréatiques.

* Les hauts rendements agricoles qui permettent actuellement de nourrir la population

mondiale ne seraient pas possibles sans cette production industrielle d'engrais azoté.

En effet, I’azote de la fixation symbiotique a une contribution plus importante pour la
croissance des plantes par rapport a celui des engrais azotés appliqués dans ’agriculture des
pays en développement. L’azote fixé dans ’atmosphere contribue pour 50 a 60 % du N des
légumineuses a graines, 55 a 60 % du N des arbres fixateurs d’azote, 70 a 80 % du N des
légumineuses fourrageres. Cette réserve d’azote, étant stockée dans les feuilles, les nodules ou
bien les autres organes, reste plus longtemps disponible dans les sols comparativement a

’azote minéral fortement lessivé par les eaux. (Selami,2017).

2 .1 .Intérét de la Iégumineuse a graine : Vicia faba

Connue sous le nom botanique de Vicia faba L., la feve appartient a la famille des
Fabaceae, sous famille des Papilionaceae. Vicia faba L. est une légumineuses a graines
annuelle, d’une taille d’environ 60 a 200 cm. La tige est creuse et rigide et la feuille porte 2 a
6 folioles. Les fleurs, sous forme de grappes, La grosseur de graine permet une distinction

des deux sous especes la feve, dont la graine aplatie avec un hile noir mesure 2 a 3 cm de
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long la féverole dont la graine est plus petite, plus ou moins cylindrique ou
ovoide et légérement comprimeée. La racine pivotante, atteint environ 70 a 80 cm de
profondeur., I’essentiel de la production est encore issu de variétés a fleurs colorées
dont les graines contiennent des tanins L’origine de V. faba est floue, aucun géniteur
sauvage n’est trouvé et plusieurs différences existent entre V. fabaet d’autres especes : V.
narbonensis, V. galilea, V. johannis et V.hyaeniscyamu. La culture de V. faba major s’est
développée dans les pays du Sud méditerranéen et en Chine et s’est étendue au 16i¢me
siccle a travers le Mexique et I’Amérique du Sud. La culture de V. faba equina s’est
développée au Moyen Orient et en Afrique du Nord avec une plus grande
concentration en Egypte. V. faba minor est présente en Ethiopie et est trés développée
en Europe (Odile, 2017 ) .

3 .Caractéres géneraux des Rhizobia :

Plusieurs études ont été réalisées par les microbiologistes pour évaluer la diversité des
rhizobiums. Ces études ont permis l'analyse de différents traits phénotypiques et génétiques

qui sont devenus par la suite une base de definition du concept de I'espece (Dahbia ,2016).

3.1 .Caracteres symbiotiques :

La symbiose est un processus compose de nombreuses étapes, chacune d'elle ayant pu
étre mise en évidence par l'inoculation de différents mutants symbiotiques (Corinne ,1985).

Il existe plusieurs type de symbioses fixatrice d’azote, certaines impliquent des
cyanobactéries d’autres des bactéries a Gram —négatif photosynthétiques et diazotrophes qui
vivent en colonies filamenteuses et qui peuvent interagir avec des plantes de aquatique tels
que des ptéridophytes (symbiose entre Azolla, fougére aquatique, et Anabaena) (Djouadi,
2018).

4. Caractéres culturaux et biochimiques :
4 .1. Caracteres culturaux :

Sur le milieu YEMA (Yeast Extract Mannitol Agar), les rhizobia forment des colonies
circulaires bombées, aqueuses, translucides, laiteuses ou blanches opaques, productrices
d’EPS.
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La plupart des rhizobia n’absorbe pas ou trés peu le colorant de rouge Congo sur le
milieu YEMA ce qui permet de distinguer les especes contaminants colorées en rouge (Baba
Arbi ,2016).

4 .2 .Caractéres biochimiques :

Les rhizobia sont des bactéries aérobies avec un systéme respiratoire ou I’oxygéne est
’accepteur final d’électrons.
Les rhizobia produisent de grandes quantités d’éléments extracellulaires (EPS) et également
les lipopolysaccharides constitutives de la membrane externe et qui interviennent aussi aux
différentes étapes de I’infection (Baba Arbi, 2016).

Généralement, les cellules des rhizobia contiennent des granules de poly-
hydroxybutyrate (PHB) non colorés.

5 .Taxonomie des Rhizobia :

Ces symbiotes des légumineuses appartiennent a deux sous-classes
phylogénétiques distinctes: les a et f-protéobactéries. Plus de 100 especes regroupées en 13
genres : 11 appartenant a la sous-classe a- Protéobactéries et comprenant les genres:
Rhizobium, Mesorhizobium, Ensifer actuellement Sinorhizobium, Bradyrhizobium,
Phyllobacterium, Microvirga, Azorhizobium, Ocrhobactrum, Methylobacterium, Devosia
et Shinella. Deux genres appartenant a la sous-classe p-Proteobactéries, l'ordre des
Burkholderiales dont Burkholderia et Cupriavidus anciennement Ralstonia (Frédéric
,2001).

La taxonomie étudie les relations naturelles existant entre les organismes et conduit a
leur classification, condition préalable a I'identification de tout organisme. La taxonomie
comprend (i) la caractérisation des organismes, (ii) la classification sur la base de la
similitude, (iii) la nomenclature a donner des noms aux groupes et (iv) identifier les
organismes inconnus, pour déterminer s'ils appartiennent ou non a l'une des unités classées et
/ ou nommeées. Le concept central de la taxonomie bactérienne est I'espece bactérienne.
Contrairement aux animaux et aux plantes, les bactéries ont des caractéristiques
morphologiques et physiologiques simples, limitées et insuffisantes pour les descriptions

taxonomiques (Frédéric ,2001).



Chapitre | : Symbiose Rhizobia-Légumineuse

6 .Mécanisme de la fixation symbiotique de I’azote :

La fixation biologique d’azote atmosphérique est un processus qui permit de produire
des substances protéiques a partir de ’azote gazeux présent dans I’atmospheére et

I’environnement.

C’est le processus de réduction enzymatique de N2 (azote moléculaire) en NH 3(azote
ammoniacal, ou ammoniac). Cette forme d’azote combinée représente la fin de réaction de
fixation et le début de incorporation ,de I’azote fixé dans le squelette carboné .Ce pressure est
comparable a celui de la photosynthése qui permis de produire de substance glucidiques a
partir du gaz carbonique (CO2) de ’atmosphére (Latati,2012).

Au sein du nodule, les rhizobia se différencient en bactéroides capables de fixer
I’azote. Cette réaction est possible grace a une enzyme bactérienne : la nitrogénase, qui
catalyse la réaction suivante :

N2 + 8H+ + 8e- + 16 ATP => 2 NH3 + H2 + 16 ADP (Jean ,2017).

7. Utilisation des rhizobia en agriculture :

Les legumineuses jouent un role important dans I'alimentation traditionnelle de
nombreuses régions du monde car elles ‘offrent une multitude d'avantages a la fois au sol et
aux autres cultures cultivées en combinaison avec eux ou apres les dans plusieurs systemes de
culture. La capacité des légumineuses a fixer I'azote atmosphérique en association avec les
rhizobies leur donne la capacité de pousser dans des sols trés dégradés (Lesueur et al, 2012).

Mais lorsque les légumineuses nodulantes de rhizobia indigénes ne sont pas
naturellement présentes, I'application d'inoculants rhizobiens est tres couramment utilisée.
L’utilisation d'inoculants rhizobiens efficaces de bonne qualité parles agriculteurs ont un réel
potentiel pour améliorer les rendements des legumineuses dans les sols non fertiles

nécessitant des applications élevées de minéraux les engrais.

Par exemple, des inoculant commerciaux efficaces pour le soja ont été testés dans
différents endroits au Kenya L'application de I'inoculant rhizobien a considérablement
augmenté les rendements en soja dans toutes les zones visées par le mandat (Lesueur et al,
2012).
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Chapitre 11 : I’effet des métaux lourds sur rhizobia

1 .Définition de métaux lourds :

Les éléments de la table périodique peuvent étre classés, en fonction de certaines
caractéristiques physiques et chimiques, en métaux et non métaux, a I’exception d’un petit
nombre qualifié de métalloides. Le terme métaux lourds est un mot ambigu et dont la
définition varie d’une source a ’autre. Jusqu'a présent il n’existe pas de définition genérale.
les métaux lourds regroupent les 53 métaux dont la densité est supérieure a 4-5 g/cm3. En fait,
dans la plupart des cas beaucoup d’auteurs utilisent ce terme, a tort et a travers, pour
caracteériser les éléments toxiques. Ces éléments peuvent étre classés en différents groupes sur

la base de leurs caractéristiques (fonctions, propriétés électrochimiques) (Salah, 2018).

Les métaux lourds sont définis comme étant les éléments métalliques ayant une densité
supérieure a 5 g/cm3 : cadmium, mercure, plomb, cuivre, nickel, zinc, cobalt, manganése,
chrome... Ceux-ci sont présents le plus souvent dans I'environnement sous forme de traces.
Les plus toxiques d'entre eux sont le cadmium, 1’arsenic, le plomb et le mercure. Ces éléments
sont présents naturellement dans la crodte terrestre et dans tout organisme vivant, a des

concentrations variables suivant les milieux et les organismes (Walid ,2011).

2 .Toxicité des métaux :

La toxicité des métaux et de leurs dérivés est connue depuis trés longtemps. A une
concentration plus élevée que la normale, les ETMs (Eléments-Traces Métalliques) peuvent
entrainer des nuisances graves pour 1’étre humain, la faune, la flore et les micro-organismes.
On distingue deux types de toxicité: la toxicité aigué et la toxicité chronique. La premiere
concerne les effets nocifs provoqués par une seule exposition a une forte dose de métal lourd
de caractére plutdt accidentel (de courte durée). La seconde désigne les effets nocifs dus a une
exposition répétée. Dans ce dernier cas, c’est ’accumulation de petites doses dans le corps qui

provogue a long terme des effets indésirables (Soussou ,2013).

2 .1 .L'effet des métaux sur les microorganismes :

Les concepts de tolérance, résistance et sensibilité aux métaux peuvent étre facilement

confondus les uns avec les autres ou utilises un peu a toutes les sauces.

De plus, les définitions précises des termes tolérance et résistance portent parfois a
confusion dans la littérature. Le terme «tolérance » devrait étre employé lorsque les
organismes supportent la présence des métaux grace a leurs caracteéristiques biologiques

intrinséques, alors que le mot « résistance » 17 devrait étre mentionne lorsque les organismes
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survivent a la présence de métaux a l'aide de mécanismes de détoxification spécifiques induits
en présence du contaminant. 11 faut donc. Porter une attention particuliere a I'emploi de ces
mots en contexte de contamination ou de décontamination des métaux. De maniére globale,
les métaux exercent une pression sélective augmentant la tolérance de base de certains
microorganismes, mais diminuent la biodiversité des microorganismes retrouves dans ces sols

en comparaison avec des sols non pollues (Pier-Anne ,2009).

2 .2. Impact des métaux lourds sur la symbiose Iégumineuses/rhizobia :

Divers facteurs environnementaux tels que les métaux lourds ont des effets néfastes a

tous les stades menant a 1’établissement de la symbiose.

Depuis I’infection a la fixation de 1’azote en passant par la formation des nodosités et la

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

Certaines données de la littérature, rapportent que la présence de métaux lourds semble
avoir un effet sur la fixation de l'azote atmospheérique, sur la biomasse et leur diversité ainsi
que la taille de plante. Selon des essais faits sur des sols contaminés par le cadmium (Cd), le
zinc(Zn) et le plomb (Pb), ont rapporté uniquement une perte mineure de l'activité de la
nitrogénase, de la taille de plantes et de la nodulation. En effet, la capacité fixatrice d'azote est

maintenue. De méme, un retard de nodulation a été démontré par (Maynaud ,2012).

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).

Le cadmium(Cd) par exemple est I'un des métaux lourds qui méme a de faible
dose est trés toxique pour les organismes vivants. Son effet sur la symbiose et sur le
développement des deux partenaires est bien documenté. Au sein de la population de
Rhizobium isolée des nodosités de Trifolium pratense L., le cadmium (Cd) affecte la
diversité, la croissance et I’activité microbienne ce qui est directement corrélé avec la

diminution du nombre de nodosités présentes sur les racines .
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Chapitre 111 : Matériel et méthode

1. Matériel :

L’ensemble des milieux de culture, réactifs et appareillages seront cites au fur et a

mesure de leur utilisation.

1.1. Matériels biologiques :

Nodules des Iégumineuses récoltées des sols de la région d’étude (Nodule de Vicia
faba).

2. Méthodes : Travail (tests) réalisés par I’étudiant

2.1 Collecte et conservation des nodules :

-Les légumineuses (Vicia faba) ont été récoltées en période de floraison (mois de Mars).

-Les racines avec les nodules sont bien lavees a 1’eau courante pour éliminer les débris

de sol. Les nodules ont été détachés des racines (Benselama, 2015).

2.2. I1solement des bactéries a partir des nodules :

2.2.1. Sterilisation de la surface des nodules :
Les nodules sont immergés dans une solution d’hypochlorite a 2 % pendant 4 min,

ensuite, ils sont rincés abondamment (5 fois) avec de I’eau distillée stérile (V). (Mostapha et
al ,2020).

2.2.2. Ecrasement des nodules et ensemencement des boites :

- Les nodules stérilisés sont mis dans des tubes stériles (a2 hemolyse ou a essai), avec un
volume de 0.5 ml d’eau distillée stérile (1 nodule par tube). (Loubna et al ,2017 ; Ouslim et
al ,2019).

- A Tlaide d’une barre en verre stérilisée, on écrase les nodules pour obtenir une

suspension de bactéroides (Somasegaran et Hoben ,1994).

- A P’aide d’une anse de platine, on prend une goutte de la suspension, et on 1’étale sur
une boite de Pétri contenant le milieu YEMA au rouge Congo (Annexel) dont la composition

est celle donnée par (Somasegaran et Hoben ,1994).

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

bien isolées.
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2.2 .3.Incubation :
Les boites de Pétri ensemencées sont incubées & une température de 28°C et a
I’obscurité (Mostapha et al ,2020).

2 .2.4. Lecture :

Apres trois a cinq jours d’incubation, les colonies peuvent étre observées sur les bofites.

2 .3 . Examen microscopique des isolats :

2.3.1 .Coloration de Gram :

Un contréle supplémentaire par la coloration de Gram (Annexe 2) permet de
différencier sur la base de la composition de la paroi cellulaire entre les bactéries qui sont a
Gram négatif (comme les rhizobia) et les autres bactéries a Gram positif. La coloration de
Gram doit son nom au médecin danois Hans Christian Gram qui mit au point le protocole en
1884(Ouslim ,2015).

2 .4 . Purification des isolats :

Aprés l’isolement a partir des nodules, différents aspects de colonies peuvent étre
rencontrées sur les boites, ainsi différentes formes microscopiques peuvent étre détectées,
dans ce cas, une série de repiquage sur le méme milieu (YEMA +0,0025% RC) est nécessaire

pour avoir des souches pures. (Somasegaran et Hoben, 1994).

2 .5 . Conservation des isolats :

2 .5.1.Conservation a court terme :
Les isolats sont conservés sur YMA tamponné avec du CaCO3 (3g/l) en tube incliné

sous forme de stries. Aprés incubation a 28°C pendant 48 h, les souches sont stockées a 4°C.

Le CaCO3 est utilisé pour neutraliser 1’acidité du milieu (Kanouni, 2019).

3. Caracteéres biochimiques :

3.1 .Test de la catalase :
Il s’agit de la recherche de la catalase : enzyme importante pour I’élimination du

peroxyde d’hydrogéne selon la réaction suivante : 2H202 —0O2+ 2H20 (Camille ,2006).

Le principe consiste a prélever une colonie a partir du milieu solide et de la mettre
sur une lame stérile, puis ajouter une goutte d’eau oxygénée H202 a 10 volumes. La mise
en évidence de la catalase se traduit par un dégagement immédiat des bulles gazeuses
(Abdlhafid ,2011).
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3 .2.Test de ’oxydase :
Il s’agit de la recherche du cytochrome oxydase, derniére enzyme de la chaine respiratoire

qui assure le transfert des électrons sur 1’oxygéne ou sur un autre oxydant minéral (Camille
,2006).

A Tl’aide d’une pipette Pasteur boutonnée, une colonie est déposée sur des disques
imprégnés du réactif oxalate de N-diméthyle paraphényléne-diamine de couleur rose. Si la

couleur du disque vire vers un violet noiratre, il s’agit de bactéries oxydase positive

(Abdlhafid ,2011).

3 .3.Test au bleu de bromothymol (BTB) :

Chaqu’ une des souches testées est mise en culture dans des boites de pétri contenant du
milieu YEM gélosé additionné de bleu de bromothymol qui est un indicateur coloré de pH.
Apres cing jours d’incubation a 28 C° (Ouslim ,2015).

On note si la souche a acidifié (couleur jaune) ou alcalinisé le milieu de culture
(couleur bleu) .Dans le cas d’une acidification on parle de souche de rhizobium a croissance
rapide et dans le cas d’une alcalinisation on parle de Bradyrhizobium (rhizobiums a croissance
lente) (Ouslim ,2015).

3 .4.Test de la mobilité :
Le milieu Mannitol Mobilité est un milieu de culture permettant de mettre en évidence
I’utilisation du Mannitol et la mobilité bactérienne par ensemencement sur tubes incliné par

pique central a I’aide anse da platine. Les caractéres recherchés sont :

1. La dégradation du Mannitol par le virage de couleur ; le tube orange ou jaune indique
la dégradation du Mannitol et le tube rouge indique qu’il n’est pas dégradation du
Mannitol (Abdlhafid ,2011).

2. La mobilité : La recherche de la mobilité est réalisée en milieu mannitol- mobilité
(Mouafek ,2010).

3.5 .Croissance sur gélose glucose-peptone (GPA):

Le milieu glucose-peptone a été utilisé pour différencier les rhizobies, qui montrent
généralement peu ou pas de croissance sur le milieu sans modifier le pH du milieu. Les
contaminants comme les agrobactéries présentent une croissance massive sur le milieu
avec un changement distinct de pH. La croissance des souches sur milieu basal d’YMA

(Benselama et al ,2018 ; Sendeep et al, 2015).

18



Chapitre 111 : Matériel et méthode

3.6. Test 3- cétolactose :
Tests biochimiques tels que ont éte effectués pour différencier le rhizobium et
Agrobacterium (Sendeep et al, 2015),

3.7. Test de citrate:

L’utilisation du citrate par les isolats a été observée par la croissance sur des pentes de
Gélose au citrate de Simon. Un changement de couleur distinct du vert au bleu fait référence
a un test positif (Benselama et al ,2018).

4. Tolérance a la salinité, a la température et pH :

4 .1.Tolérance a la salinité :

La tolérance bactérienne au Na Cl a éte réalisée en évaluant les souches de croissance
sur gélose ou bouillon YEM contenant des concentrations variées de Na Cl (0.03M ,0,8M,
0,127M jusqu'a 1,5 M).Les milieux sont inoculés a partir de pré culture bactériennes
préparees sur milieu YMA. La croissance des bactéries est estimee par l'importance du
diametre de la colonie (ou la densité optique) en comparaison avec le témoin a concentration
0 ,001% (Mustapha et al ,2020 ; Ouslim et al ,2019 ; Y. Hajjam et al ,2016 ; Loubna et
al ,2017).

4.2. Tolérance a la température :

La croissance a différentes températures a été réalisée par incubation des souches
inoculées sur gélose ou bouillon YEM, a différentes températures de 5C°,38C° jusqu'a 45C°,
pendant 72 heures. (Ouslim et al ,2019 ; Y. Hajjam et al ,2016 ; Loubna et al ,2017).

4.3. Tolérance au PH :

La tolérance des souches bactériennes aux pH acides et alcalins est réalisée sur milieu
YMA ajusté aux valeurs de pH variables 4.5, 6, jusqu'a pH 10. Les plaques inoculées ont été
incubées a 28 ° C pendant 72 heures (Ouslim et al ,2019 ; Y. Hajjam et al ,2016 ; Loubna et
al ,2017).

5. Caractérisation symbiotique (test de nodulation):

Les graines de Vicia faba désinfecté a I'éthanol a 95% pendant 5 a 10 secondes puis
dans I'nypochlorite de sodium a 12 ° pendant 3 minutes, soigneusement rincé a I'eau distillée
stérile et mettre a germer sur des plats de Petrie contenant de la gélose a l'eau (0,8%) dans
l'obscurité a 28 ° C (Mostapha et al ,2020 ; Djellali et al ,2017 ;Beimnet et al, 2020).
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Apres 4 & 5 jours, la racine laisse obtenus ont été transférés dans des pots en plastique
désinfectés(ou transférées dans une fiole de 250 ml rempli de milieu liquide de Jensen.
Chaque plant a été inoculé avec 1 ml de suspension rhizobiale (~108cellules ml — 1))
Contenant 150g de sable stérile Les plants ont été inoculés avec 1 ml de bactérie culture
contenant (108 bactéries / ml) (Loubna et al ,2017 ;Ouslim et al ,2019).

Les plantes ont été cultivées dans des chambres de croissance a 23°C, 10 h jour / 17°C,
14 h nuit photopériode. Trois répétitions ont eté effectuées par isolat. Contrdle les traitements
comprenaient des témoins négatifs non fertilisés et non inoculés et positifs non inoculés,
fertilisés a l'azote (5 mM KNO3) contréles. Le développement des nodules a été

périodiquement enregistré période de croissance de quarante-cing jours (Djellali et al ,2017).

Des cultures bactériennes ont été realisées, en milieu YEM pendant 48 h a 28 ° C, pour
chaque souche bactérienne pour obtenir une concentration finale de 109 CFU ml-1 (Omar et
al, 2019).

6. Résistance aux antibiotiques :

Le principe est basé sur l'observation de la croissance des bactéries rhizobium en
présence des antibiotiques diffusés a partir de disques imprégnés déposés sur YEMA. Les
antibiotiques utilisés étaient ampicilline (10 pg), acide nalidixique (30 pug), streptomycine (10
ug), érythromycine (15 pg), tétracycline (30 pg), chloramphénicol (30 pg), rifampcine (30 pg)
(Ouslim et al ,2019).

7.Etude de la tolérance des souches aux métaux lourds :

Le test est réalisé¢ sur milieu solide YMA. Il permet d’étudier la capacité des souches
isolées de Vicia faba a croitre et a résister aux métaux lourds (Abou Shanab et al, 2007).Les
métaux lourds utilisés ainsi que leurs concentrations sont choisis selon des études faites par

Fatnassi et al, (2014). Ces métaux sont utilisés sous formes de sels hydrosolubles.

Les concentrations en sels de métaux utilisés pour la préparation des solutions meres
sont les suivantes (Fatnassi et al, 2014).

Sulfates de cuivre (Cu So4, 5H20) : 0,25Mm et 2 Mm
Acétate de plomb (Pb (OOCCH3)2, 3H20): 3,35Mm et 3,6Mm et 4Mm
Sulfate de cadmium (3 CdSO4, 8 H20): 0,8Mm et 1,8Mm et 4,5Mm

Sulfate de zinc (Zn SO4, 7 H20): 1,2Mm et 1,75Mm
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A partir des solutions meres (initiales) de sels de métaux lourds, des volumes bien
définis sont prélevés et ajoutés a un volume de la gélose YMA, 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 a différentes concentrations (Abou Shanab et al,
(2007)).

On préparer deux boites de Pétri du chaque concentration des métaux lourds et on fait
ensemencement en spot a partir des isolats de Vicia faba. Aprées incubation a 28°C pendant 6

jours, la présence ou I'absence de croissance est notée pour chaque concentration de métaux.
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Chapitre 1V : résultat et discussion

|. Partie réalisée :

1. Isolement du rhizobium :

Isolement des bactéries a partir des nodules racinaire récolté in natura nous permis
d’obtenir un collecte 12 isolat issu de Vicia faba ont été récoltées en période de floraison
(mois de Mars).a partir déchantions de plant provenons a wilaya de Biskra et on I’étale sur
une boite de Pétri contenant le milieu YMA dont la composition est celle donnée par
(Somasegaran et Hoben (1994). Les boites de Pétri ensemencées sont incubées a une

température de 28°C et a ’obscurité.

2. Caractéristique morphologique :
2.1. Caractéristique macroscopiques :

Toutes les souches purifiées les caractéristiques morphologique des rhizobia. Elles
forment sur milieu YMA gelose des colonies homogenes le long des stries, elles sont
circulaires de 2 a 4 mm de diametre, a contour régulier, de surface lisse, bombée, et d’une
couleur blanchéatre a creme et marquees par une trés forte mucosité qui augmente avec le
temps d’incubation .qui en observe des caractéristiques similaires de Rhizobium isoles de la
feverole (Ouslim ,2015).

La viscosité des colonies est due a une production massive d’exopolysaccharides qui

peuvent avoir un réle dans la tolérance des souches a la salinité.
2.2. Caractéristique microscopique :

L’aspect microscopique est visualisé aprés coloration de Gram : 12 isolat présentant
une forme coccobacille négatif le reste des isolats sont a gram positif .Ces caractéres
morphologique observés sont en accord avec ceux d’écrits pour les rhizobiums

(Ouslim ,2015) et ce sont les isolats que nous avons gardés pour la suite de travail.
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Figurel : Aspect microscopique de la souche pp4 aprés coloration de Gram (Grossissement
X1000)

3. Croissance sur YEM+ Rouge Congo :

Le test de croissance des souches sur milieu YEM gélose additionné de rouge Congo
détectable apres 48h d’incubation, suggere que les rhizobia sont pures car elles n’absorbé le
colorant Ces critére ont été observé depuis longtemps chez la majorité chez rhizobia. Nos
résultats sont similaires a celle décrits par Hajjam et al (2016) qui rapportent que tous les
isolats de V. faba identifiés sur milieu YEM ont montré une réaction négative au rouge
Congo et le méme résultat dans I’étude d’Ouslim et al (2019).

Figure2: Aspect macroscopique de la souche pp2R1 sur milieu YEM+RC &pres 48H

d’incubation
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4. Caractere biochimique :
4.1. Test des catalase et oxydase :

Il est & noter que I’ensemble des souches étudiées sont catalase positive alors il y a un

dégagement d’oxygéene issu de la dégradation de 1’eau oxygénée (Abdlhafid ,2011).

Les résultats d’oxydase indiquent que les isolats testés sont oxydase positive, c’est-a-
dire que ces bactéries posseédent une enzyme dans la chaine respiratoire cytochromique
bactérienne (Camille ,2006).

Ces résultats peuvent étre expliqués par le fait que les Rhizobia sont des bactéries
aérobies (Abdlhafid ,2011).

4.2 .Test de la mobilité :

Toutes les souches mobiles et dégradent préférentiellement et rapidement le mannitol
(Abdlhafid ,2011 ; Mouafek ,2010).

4.3. Test BTB :

Permis les différences caracterisant les Rhizobium des Bradyrhizobium c¢’est la vitesse
de croissance in vitro qui est beaucoup plus rapide pour les premier (temps de génération de
3a 4 heures) que celle des seconds (temps de génération de 6 a8 heures) mais il existe d’autres
caractéristique qui permettent de les distinguer comme 1’acidification ou I’alcalinisation du

milieu de culture (Jordan, 1984).

Les souches a croissance rapide sont considérées généralement comme des bactéries
acidifiantes .Par conséquent, elles devraient changer la coloration du BTB vers le jaune
contrairement aux souches a croissance lent qui sont considérées comme des bactéries qui

alcalinisent le milieu de culture (Ouslim, 2015).

Le plus part des souches de vicia faba a testées ont produit des réactions acide sur les
YEM solide + BTB.

A T’exception de la souche de Vicia faba qui n‘aproduit aucune modification du pH du
milieu. Ce caractére suggere qui la majorité des souches peuvent donc apparent au genre
Rhizobium, Cette déduction reste a confirmer par des méthodes plus faible notamment celle

de biologie moléculaire (Ouslim, 2015).
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I1- partie non réalisée :

1 .Caractéres symbiotiques (test de nodulation):

Tableaux 1 : Moyen de nombre de nodules par plante d’un quatre Région déférant.

L’auteur

Région d’étude

Moye de nombre de
nodules/plante

Djellali et al ,2017

Bejaia (Onze site)

Cinquante huit

Benselama et al ,2018

Algérie

Vingt

Mostapha et al ,2020

Maroc (Deux région)

Soixante-seize

Ouslim et al ,2019

L’ouest Algérie

Quarante

30

25

20

15

nbr de nodule

10

nomber de nodule par plant

i

FR, 19 FR, 19

FM

FR

les souche

M nbr de nodule

B nbr de nodule

FT

E nbr de nodule

Figure 3 : Infectivité de nodule des souches Vicia faba (Benselama et al ,2018).
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Selon Benselama et al. (2018) dans la région d’ Algérie, toutes les souches isolées ont
peu noduler leur plante héte Vicia faba. Bien qu'aucun nodule n'ait été observé sur les plants
de racines non inoculées. Le nombre moyen de nodules varie de 4 & 16 par plante. Le plus
infectieux des souches sont F141 et 243 avec 19 nodules formés par plantes. Les souches
F228 et F207 sont les moins infectieuses.

Selon Djellali et al. (2017) Cinquante-huit souches rhizobiennes ont été isolées a partir
de nodules racinaires de Vicia faba dans onze site de la région de Bejaia La plupart des
souches partageaient une forte similarité de séquence du géne avec Rhizobium leguminosarum
sv. Viciae ; le travail a montré que toutes les nouvelles souches étaient phylogénétiquement
apparentées a celles décrites a partir de V. faba dans plusieurs pays africains, européens,

américains et asiatiques.

Dans les régions arides et semi-arides de I'Haryana (Inde) une diversité génétique
significative est remarquée parmi les rhizobiums naturels nodulant V. faba, en corrélation
avec leur origine géographique et les caractéristiques du sol. Tous les sols de cette étude dans
les régions arides et semi-arides de I'Haryana (Inde) contenaient des rhizobiums, bien que le
Vicia faba cv .Minor cultivar n'a pas nodulé dans le sol Akbou et le cultivar Equina n'a pas
nodulé dans les sols Kherata et Amtik. Ca pourrait s'expliquer par la faible diversité des

génotypes des rhizobia rencontrés dans ces sols.

Le résultat d’étude de Djilali et al. (2017) les nodules sont tous situés au secondaire

au niveau des racines du haricot de méme forme et de taille 2 8 3 mm.

Selon Ouslim et al. (2019), pour comparer l'efficacité des souches infectieuses dans
région ouest Algérie la hauteur des tiges, le nombre de nodules et la biomasse de la partie
aérienne des plantes récoltées sont mesuré. Selon le nombre de nodules formés, une seule
souche était la plus efficace (30 nodules enregistrés). Elle était originaire de la région de
Mostaganem; suivi de trois souches (FR36, FR8.3 et FR14.2) de la wilaya de Mascara, et une
souche (FT16) d'Ain Témouchent et une autre (FZ7.1) de la wilaya de Relizane avec
respectivement 19, 19, 23, 17 et 24 nodules enregistrés. Deux souches (FM24.5 et FR26.4.2)

ont montré le plus petit nombre de nodules.

En ce qui concerne la hauteur de la tige de la plante, Vicia faba inoculée avec la
souche FM24 originaire de la wilaya de Mostaganem a présenter le meilleur développement

avec une hauteur de plus de 90 cm suivi de FM19.4, FZ28 .4 et FR14.2 avec environ 79 cm
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de haut, tandis que la taille du contréle était de 52 cm .Toutes les plantes ont augmenté la
biomasse au-dessus du sol par rapport au témoin mis a part les deux souches FR31.4 et
FM20.4 proviennent de Mascara et Mostaganem respectivement (Ouslim et al ,2019) .

La souche la plus efficace est la FM24 issue de Région de Mostaganem; avait le plus
grand nombre des nodules et induit une meilleure croissance de la plante hote révélée par la
hauteur de la tige. Les souches n’a pas nodule ont montré des effets en poids sec des pousses
et des racines des plantes comparant au contréle. De nombreuses études ont montré que le
poids sec est un bon indicateur de I'efficacité car il y a une relation entre la production de
matiere seche et la capacité des légumineuses a fixer I'azote (Ouslim et al ,2019).

Selon Mostapha et al, (2020), apres quarante jours de croissance des plantes Vicia
Faba dans les régions Maroc (Deux région) aucune des trois souches formées des nodules
F8Z1, F39D2 et F40D2.

2 .Tolerance a la salinité, a la température et au pH :
2 .1.Latempérature :

Selon QOuslim et al. (2019), les résultats de I'analyse physiologique dans L’ouest
Algérie ont révélé que la plupart des souches Vicia faba étaient mésophiles et croissaient a
des températures variant de 15 a 40 ° C sauf pour deux souches (FC12.3.2 FR14.2.3)
provenait respectivement de Tlemcen et de Mascara, les deux ont montré une bonne

croissance sur YEM solide a 10 ° C.

Les résultats de I'analyse physiologique ont révélé que la plupart des souches étudiées
ont peu tolérer des températures de 35 ° C avec une croissance optimale a30 ° C pour toutes
les souches, mais ils ont également peu croitre a 5 ° C (tableau 2). Les résultats de ce test sont
ont montré que les rhizobiums étaient mésophiles et pourrait croitre a des températures

comprises entre 10 C° et 37 ° C avec une tempeérature de croissance optimale de 28 ° C.

Le résultat d’étude de Hajjem et al (2016) des souches PSR (phosphate solubilization
ability of rhizobial) aux différentes températures (32C°, 35C°,38C°) représente que la plus
part des souches PSR est résistant a la température (32C°et 35C°) sauf la température (38C°)

quelque souche il est résistance.
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Tableaux 2: Différent T° entre PSR et les bactéries rhizobiennes dans différentes

régions de l'ouest de I'Algérie

Température 5C° 10C° | 15C° |32C° |35C° |38C° |40C°
PSR - - - ++ ++ +++ -
bactéries + ++ ++ - +++ - +
rhizobiennes(l'ouestd'Algérie)

Croissance trés significative (+++), croissance significative (++), croissance moins abondante(+)
2.2.NaCl:

Les résultats obtenus par Ouslim et al (2019) montrent que les souches nodulant Vicia
faba présentaient une grande variation de croissance aux différentes concentrations de sel.
Toutes les souches avaient une bonne croissance sur YEMA complétée par 0,6M Na Cl et la
moitié d'entre eux peuvent tolérer la présence de 1M Na CI. 11 a été rapporté que la
concentration en sel pouvait diminuer I'efficacité de la symbiose rhizobium / légumineuse des

événements précoces inhibiteurs symbiotiques tels que la chimiotaxie (Ouslim et al, 2019).

Trente pourcent des souches étaient tolérantes a 1 M Na Cl et les souches isolées de

Vicia faba pourrait tolérer jusqu'a 5 M de Na ClI.

Hajjem et al (2016) rapporte quelles souches isolées des nodules Vicia faba en Egypte
et en Italie n'ont pu croitre qu'a 0,1 et 0,2 M de Na CI. Les résultats de la tolérance des
souches PSR a la présence du sel indiquent que la majorité de ces souches résiste a des

concentrations de 3 a 6% Na CI.

En revanche, les résultats de Mustapha et al (2020) indiquent que tous les souches
isolées des nodules Vicia faba en Maroc sont tres sensibles au sel car aucun souche poussé en
présence de 0.0 85 M de Na Cl et tous ont poussé dans des milieux contenant 0.034 M de Na
Cl, mais seulement trente pourcent ont pousse sur 0.068M. On sait que les conditions

édaphiques et climatigues ont un grand impact sur la population bactérienne du sol.

Les souches isolées des nodules Vicia faba ne pouvaient pas tolérer des concentrations
de sel supérieures a0.0 80 M alcaline car les sols dans les deux régions étudiées au Maroc ne

sont pas salins et neutres.
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2.3.PH :

Tableau 3 : Tolérance au pH entre bactéries rhizobiennes dans différentes régions de I'ouest

de I'Algérie et PSR et bactéries rhizobiennes dans différentes régions de Maroc

PH
Les
souches

4

4,5

6,5

7,5

8,5

Les
souches
en I'ouest
d’Algérie

+++

+++

+++

PSR

+++

+++

+++

Les
souches

en Maroc

++

+++

+++

Croissance tres significative (+++), croissance significative (++), croissance moins abondante(+)

D’apres Ouslim et al (2019) les souches associées a Vicia faba étaient tolérantes a un
pH variant de 5 a 9 et selon le tableau 3, les différents résultats indiquent que les rhizobiums

pouvaient tolérer un pH de 4,5a 9.

Par contre les résultats rapportés par Hajjem et al (2016) des souches PSR dans
différentes régions géographiques du Maroc montrent que soixante-dix pourcent de ces
dernieres tolérent des pH =4 jusqu’a pH=8. En plus, Mustapha et al. (2020) rapportent que
tous les isolats dans deux régions au Maroc (Doukkala et Zaer) ont développé dans une
gamme de pH de 6,5 a 7,5, mais aucun n'a pousse dans des milieux avec des valeurs de pH
inférieures a 6 ; trente-cing pourcent n‘ont pas réussi a croitre a pH 8 et quatre-vingt-dix-huit

pourcent n'ont pas grandir a pH9.

La caractérisation phénotypique des isolats de Vicia faba a été étudiée afin de
sélectionner les isolats les plus efficaces et résistants aux stress environnementaux. Certains
isolats étaient tolérants a une acidité, une alcalinité, une salinité et une température extrémes.

Plusieurs études ont montré I'importance d'étudier la capacité des isolats de Vicia faba ainsi
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que la tolérance aux contraintes environnementales. Ont rapporté que les souches de
Rhizobium leguminosarum varient dans leurs résistances au stress. Cette fluctuation est un
avantage pour une souche pour survivre sur l'autre dans un environnement de sol extréme
(Hajjem et al ,2016).

3 .Caractére biochimique :
3.1. Test GPA :

Apre un jour indiquant le caractére de rhizobium comme régle conventionnelle. La
croissance des souches de rhizobium est pauvre sur les milieux GPA tandis que 1’autre des

bactéries se développe bien sur ce support (Sendeep et al, 2015).

Selon Benslama et al. (2018) peu ou pas de croissance sur les milieux de GPA sans
altérer le PH. Ce fait fournit une preuve supplémentaire de la pureté des isolats rhizobiens ,
une mauvaise croissance sur GPA peut s'expliquer comme telle que les rhizobia ne préferent
pas la peptone comme source d'azote, de vitamine ou de facteur de croissance ou d'acides

amines (Benslama et al ,2018) .

3.2 .Test 3- cétolactose :

Une conformité supplémentaire des rhizobia a été réalisée sur la gélose au cétolactose
a montrer que les 15 isolats étaient négatifs pour la production de 3-cétolactose a partir de
lactose sans jaune zone de Cu20 autour des colonies ont été observées qui était indicatif
d'Agrobacterium .La production de 3- cétolactose a partir du lactose est limitée a espece
d'Agrobacterium. De méme, isolé Rhizobium japonicum et Brady Colonies de Rhizobium

japonicum (Sendeep et al, 2015)

3.3 .Test de citrate :

Les isolats de nodules et de rhizosphére de Vicia faba ont montré un citrate négatif
(Benslama et al ,2018).

4 .Résistance aux antibiotiques :

L'antibiogramme réalisé dans souche Vicia faba en L’ouest Algérie ont montré que

soixante-dix pourcent des souches Vicia faba présentaient une résistance aux : tétracycline,
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érythromycine et la rifampicine. Cinquante-six pourcent des souches étaient résistants a
I'ampicilline, la streptomycine et le chloramphénicol et seulement trente-six pourcent des
souches étaient resistantes a I'acide nalidixique, Dans cette étude, la résistance aux
antibiotiques des souches isolées de Vicia Faba dans région d’Algérie occidentale a montrer
un haut niveau de résistance a la streptomycine, a I'ampicilline, a I'érythromycine, au

chloramphénicol et a I'acide nalidixique (Ouslim et al ,2019).

5.Etude de la croissance de souche Vicia faba en présence des métaux lourds :

Tableau 4 : Croissance des souches Vicia faba en présence des différentes concentrations de

métaux lourds.

L’¢lément métallique

Meétaux lourds | Cu Zn Pb Cd

Mm | 0,25 2 1,2 1,75 3,35|36 | 4 08|18 |45
Souche
Vicia Faba % _ 6 _ 8 _ _ 16 L 3

Les effets des métaux Pb, Zn et Cu sur le développement dans sept souches de Vicia
faba obtenus a partir de nodules sont illustrés dans le tableau 4. Le test de tolérance a montré
que la LMR (maximal résistant level) de 8%, 16% et 8% des isolats de Vicia faba atteignait
(Cu) 2 Mm, (Pb) 4,05Mm et (Zn) 1,75Mm, 9% des isolats de Vicia faba ont pu croitre avec
4,5 Mm de (Cd) (Fatnassi et al, 2014).

Les souches ne présentent aucune croissance sur les différentes concentrations testées
(Cu) 0,25Mm ; (Zn) 1,2Mm, (Pb) 3, 35Mm et 3,6Mm ;(Cd) 0,8Mm et 1,8Mm.

Tous les rhizobiums ont été étudies pour leur capacité a croissent a des concentrations
élevées de Zn, Cu et Pb. Cd les tests ont été realisées sur des plaques de Pétri en tant que

bactéries vivantes

Les eléments comme, Pb et le Zn sont généralement présents dans le sol en faibles
concentrations mais celles-ci peuvent augmenter a cause de processus naturels et des activités

humaines comme la combustion de combustibles fossiles, I’exploitation miniére, les engrais
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chimiques, les pratiques agricoles. Zribi et al, (2015) ont montré que la tolérance des

rhizobium aux métaux lourds peut varier entre les individus au sein d’une méme espece.

La teneur en métaux lourds de ces plantes était principalement associée a leur
disponibilité dans le sol. Ce pendant, le cadmium disponible n'a pas montré de diminution
significative dans le sol, mais son accumulation a été considérablement limitée dans la laitue.
Ce la peut s'expliquer par I'échantillonnage du sol effectué avant la plantation de laitue (Omar
et al, 2019).

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 metaux lourds peut constituer un moyen trés efficace pour palier

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

L’axe de notre recherche couvre 1’étude de la biodiversité des bactéries symbiotique
de Vicia faba. Cette recherche a permis la caractérisation phénotypique et morphologique sur
différentes milieux de culture (YMA, rouge Congo, bleu de Bromothymol) des isolats de
plante de Vicia faba récolte des palmeraies de Biskra.

Au terme de cette étude, on retiendra que :

L’ensemble des résultats obtenus relatifs a I’examen microscopique et ’aspect des
colonies apparues aprés environ 72 h d’incubation & 28°C a montrer que nos isolats ont les
caracteres des rhizobia a croissance rapide en fonction de la vitesse de croissance sur le milieu
YMA

La majorité de ces isolats acidifient le milieu de culture et n’absorbe pas le rouge

Congo.

Cette eétude nous a permis de décrire quelques parametres a savoir les caracteres
morphologiques des colonies et les caractéres biochimiques réalisés par teste d’oxydase et de

catalase et mannitol.

Certains isolats étaient tolérants a I’acidité, 1’alcalinité, la salinité et les températures
extrémes. Plusieurs travaux ont montré I'importance d'étudier la capacité des isolats a tolérer
aux contraintes environnementales. En effet, il a été rapporté que les souches de Rhizobium
leguminosarum (nodulant V. faba) varient dans leurs résistances au stress. Cette fluctuation
est un avantage pour une souche pour survivre dans un environnement pédologique extréme.
De plus, les souches tolérantes dans différents sols stressés peuvent améliorer la production et

I'adaptation des légumineuses cultivées dans différentes zones.

Les différentes études montrent que la population rhizobienne des isolats de Vicia faba
présente une diversité physiologique et symbiotique importante. Certaines des souches ont
montré des caractéristiques physiologiques remarquables telles que la résistance aux
antibiotiques. De plus, certains de ces isolats ont présenté des pourcentages élevés d'efficacité
de la fixation symbiotique de l'azote.

Enfin, comme perspective de notre recherche, il serait souhaitable :
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- Réétudier les caracteres symbiotiques des souches en respectant les conditions favorables
pour la réussite de I’étude.

- Etudier le comportement des rhizobia en présence d’autre type des métaux lourds.
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Annexe 1:

Composition de milieu YMA (Yeast Mannitol Agar) en g/l

YMB1000ml

Agarl8

PH6, 8

Autoclavage120°C pendant 20 minutes

Composition de milieu YMA + Rouge Congo en g/l

YMB 1000ml
Solution stock de rouge Congo  10ml
Agar 18
pH6, 8

Autoclavage120°C pendant 20 minutes

Apreés ajustement de pH on ajoute 10ml de rouge Congo (0.25g rouge Congo dans

100 ml d’eau distillée), puis on ajoute 1’agar.

Annexe 2 :
Coloration de Gram :

Fait a partir des cultures sur YMA on prépare des lames bien étalées en couche mince,
Séchée et fixée. Puis coloré selon les étapes suivantes :

1 Couvrir la lame de violet de Gentiane pendant une minute.

[1 Chasser le violet avec du Lugol et ensuite couvrir la lame avec le Lugol pendant
30secondes.

(1 Décolorer au mélange alcool-acétone (v/v) jusqu’a la décoloration totale du

Frottis.

[J Laver a I’eau de robinet courante.

[1 Couvrir la lame d’une solution de Fushine pendant Iminute.

[ Laver a I’eau, séché la lame et observer a immersion.
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Résumés :

Vicia faba L .est une légumineuse établissant une interaction symbiotique avec une bactérie
tellurique de la famille des Rhizobiacées. Cette interaction induit 1’organogénése racinaire d’un nouvel
organe, la nodosité dans laquelle s’établit un microenvironnement propice a la différenciation des
rhizobia en bactéroides fixateurs du diazote atmosphérique. Ces derniers réduisent ainsi le N2

atmosphérique en ammonium, assimilé ensuite par la plante hote.

L’étude phénotypique des souches porte sur les caractéres morphologiques et culturaux ; la
tolérance a la salinité, températures élevées, pH acides et alcalines, la sécheresse et la résistance aux
antibiotiques ainsi que des caractéristiques symbiotiques et culturels a permis de décrire une grande
diversité physiologique chez les isolats de V. faba testés .La résistance intrinséque aux metaux 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-a-vis des métaux lourds.
Mots clés : Vicia faba, rhizobia, caractéres phénotypique, métaux lourds.
Abstract:

Vicia faba L. Is a legume establishing a symbiotic interaction with soil bacteria of the
Rhizobiaceae family. This interaction induces the root organogenesis of a new organ, the nodosity in
which a microenvironment is established favorable to the differentiation of rhizobia into atmospheric
nitrogen-fixing bacteroids. The latter thus reduce the atmospheric N2 to ammonium, which is then

assimilated by the host plant.

The phenotypic study of the strains focuses on morphological and cultural characteristics; tolerance to
salinity, high temperatures, acidic and alkaline pH, drought and resistance to antibiotics as well as
symbiotic and cultural characteristics made it possible to describe a great physiological diversity in the
isolates of V. faba tested. Intrinsic resistance to metals heavy at concentrations in solid medium in the
presence of different concentrations of heavy metals. The results obtained show the resistance and

sensitivity of the strains to heavy metals.

Key words: Vicia faba , rhizobia, phenotypic characters, heavy metals.



