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Introduction

Introduction

L'augmentation croissante de la population dans le monde, la sécurité alimentaire,
ainsi que l'augmentation des préoccupations environnementales et économiques associées a
l'agriculture conventionnelle nécessitent le développement et I'adoption de pratiques
alternatives de production alimentaire. La gestion durable de la fertilité des sols est une clé
pour la production alimentaire sans compromettre la stabilit¢ de 1'environnement
(Mothapo, 2011).

Depuis les années 1960, les rendements des grandes cultures ont augmenté
régulierement en particulier grace a I’apport d’intrants (produits phytosanitaires, engrais et
eau) et a I’introduction de variétés plus performantes et plus résistantes. Bien que cela ait
permis de nourrir une population mondiale en expansion rapide, le colt environnemental
n’a pas €té pris en compte et les dégats sur I’écosysteme dus a 1’agriculture intensive sont
nombreux (pollution des nappes phréatiques, eutrophisation des eaux, etc.) (Zancarini,
2012).

La contamination des sols agricoles a diverses origines, mais elle reste
généralement liée aux activités humaines avec I’utilisation des engrais comme les nitrates
et les phosphates (Soussou, 2013).

Les légumineuses sont parmi les cultures les plus importantes dans le monde entier,
ayant des impacts sur I’agriculture, I’environnement, 1’alimentation animale, la nutrition

humaine et la santé (Dita et al., 2005).

Dans le bassin méditerranéen, la culture des plantes Iégumineuses occupe une place
primordiale au niveau des agrosystémes vu leurs intéréts agronomiques, économiques et

nutritionnels qu’elles apportent via leur symbiose avec les rhizobia (Farissi et al., 2014).

En Algérie, les Iégumineuses occupent une place importante et constituent avec les
céréales 1’épine dorsale du systeme alimentaire algérien (Chabbi, 2010). La féve est
largement cultivée dans une gamme de conditions climatiques, allant de tempérées au

subtropicales (Saadi, 2014).
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L’adaptabilité et la productivité des légumineuses sont limitées par des stress
abiotiques importants (Dita et al., 2005). De méme, les microorganismes du sol sont
constamment en compétition avec les fluctuations de I’environnement telles que les
carences en nutriments, le déficit hydrique, I’exposition a des hautes températures,
I’acidité, les métaux lourds, I’osmolarité élevée et les hautes salinités (Figueira, 2005).
Cependant, les souches de rhizobiums sont trés sensibles aux facteurs environnementaux
du sol, qui affectent leur capacité de fixer 1’azote et par conséquent la productivité des

légumineuses (Elsayed et al., 2013).

Le stress salin est I’'un des facteurs les plus majeurs limitant la productivité
agricole. Les effets nocifs du sel sur les plantes sont une conséquence d’un déficit
hydrique, ayant pour résultat le stress osmotique et les effets des ions excessifs de sodium
sur des processus biochimiques critiques (Elsayed et al., 2013). Les principaux types de
pollutions anthropiques responsables de 1’augmentation des flux de métaux sont la
pollution atmosphérique (rejets urbains et industriels), la pollution liée aux activités

agricoles et aux activités industrielles et minieres (Soussou, 2013).

Pour s’adapter a ces conditions défavorables, les microorganismes ont développé
des mécanismes (altération de la perméabilit¢ membranaire, production d’agents
chélatants, mécanisme d’efflux...etc) afin de controler 1I’environnement et de modifier les
profils d’expressions des genes, 1’activité enzymatique et le transport des protéines qui leur
permettent de faire face aux nouvelles conditions environnementales (Figueira et al.,

2005).

La féve est une Iégumineuse capable de fixer [’azote en association
endosymbiotique avec Rhizobium leguminosarum biovar viciae, qui améliore la fertilité du
sol (Legesse et Assefa, 2014). Cette symbiose est le résultat d’un équilibre entre les
facteurs environnementaux affectant la plante et les bactéries. Ainsi, le succés de
I’infection et de la nodulation dépend des facteurs de I’environnement et de la survie des
rhizobiums. Pour ces raisons, la tolérance du rhizobium a différents stress
environnementaux est une propriété souhaitée pour une utilisation dans les sols appauvris

en azote (Lebrazi et Benbrahim, 2014).
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Pour répondre a cette problématique, nous nous sommes intéressés a 1’étude des
effets des différents parametres abiotiques sur le développement des rhizobiums a travers :

- L’étude de ’effet de la température sur la croissance des souches de rhizobiums ;

- L’étude de I’effet des sels (sels minéraux et sels métalliques) sur la croissance de
ces souches ;

- L’étude de la résistance des souches de rhizobiums vis-a-vis de plusieurs familles
d’antibiotiques ;

- L’étude de I’effet des pesticides sur la croissance de ces souches ;

- La détermination des concentrations minimales inhibitrices par la méthode de

dilution en milieu solide pour les métaux lourds et les pesticides.
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I- Les légumineuses

Le mot «légumineuse» dérive du mot latin legumen, qui signifie semences récoltées
dans les gousses. Leurs graines tombent généralement dans l'une des deux classes
principales : celles ou les substances principales de réserve sont les polysaccharides,
habituellement I'amidon, et celles dans lesquelles les substances principales de réserve sont
les graisses et souvent décritent comme des graines oléagineuses. Dans de nombreuses
régions du monde, les grains de légumineuses sont ¢galement appelés "pulses", un mot
dérivé du puls, terme latin qui signifie potage ou de la pate. Ce dernier est le mot le plus
couramment utilis€ dans la plupart des pays anglo-saxons pour décrire les graines de
légumineuses qui ont une faible teneur en matiere grasse, telles que les haricots, les feves,

les pois ou les lentilles (Vasconcelos et Gomes, 2016).

I1- Intéréts des légumineuses
I1-1- Intéréts agronomique et écologique

Les légumineuses peuvent fixer I’azote atmosphérique grace a une interaction
symbiotique avec les rhizobiums. De ce fait, elles sont en mesure de réduire 1’azote
atmosphérique en ammoniac permettant 1’augmentation des valeurs protéique du sol. A
cause de cette capacité de fixer I’azote les légumineuses aident a stabiliser le sol et a
prévenir 1’érosion. Elles sont essentielles pour les écosystémes et elles ont le potentiel de
contribuer positivement a une agriculture durable (Vasconcelos et Gomes, 2016).

La féve est également un contribuant important pour la rotation des cultures et
I’amélioration du sol, car elle peut fixer une quantité relativement importante d’azote (60 —
250 kg/ ha) (Hautsalo, 2013).

Dans les pays développés, la sur-utilisation des engrais chimiques azotés a conduit
a une pollution des sols, des nappes phréatiques et des cours d’eau. De ce fait, la pollution
par les nitrates est un probléme réellement inquiétant, et la réintroduction des légumineuses

s’avere €tre un bon moyen pour limiter cette pollution (Teggar, 2015).
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I1-2- Intéréts alimentaire et fourrage

Les légumineuses sont des sources importantes de différents nutriments, comme les
protéines, les minéraux, les lipides, les vitamines, 1’amidon, le sucre et d’autres
polysaccharides non amylacés (Vasconcelos et Gomes, 2016). Trés souvent, elles
représentent un complément nécessaire a d’autres sources de protéines (Duranti, 2006). En
outre, les graines de légumineuse contiennent beaucoup de composés bioactifs et/ou anti-
nutritionnels, tels que le phytate, les oligosaccharides, les composés phénoliques, les acides
aminés non protéiques, les lectines et les inhibiteurs d'enzymes qui jouent des roles
métaboliques chez 1'Homme ou les animaux qui consomment fréquemment ces graines

(Sparvoli et al., 2015).

Dans I’alimentation des animaux, elles peuvent étre utilisées comme fourrage vert,
matiere seche du fourrage, paille, tandis que certaines espéces peuvent &tre utilisées pour le
paturage. Elles peuvent réduire le lessivage des nitrates ainsi que le potentiel de

réchauffement global des systémes d’¢levage (Vasconcelos et Gomes, 2016).

I1-3- Intéréts industriel et médical

En plus de leur utilisation traditionnelle comme alimentation et fourrage, les
légumineuses peuvent étre broyées en farine, utilisée dans la fabrication du pain, tortillas,
chips, ou utilisées sous forme liquide pour produire du lait, du yaourt et d’autres formules
infantiles. Elles sont également utilisées pour préparer des plastiques biodégradables, des

huiles, des gommes, des colorants et des encres (Graham et Vance, 2003).

Les légumineuses sont également utilisées dans la médecine populaire. Les
isoflavones contenus dans le soja et d’autres Iégumineuses sont suggérés dans la réduction
des risques de cancer et dans la diminution du cholestérol dans le sérum. Les
phytooestrogénes de soja et des aliments a base de soja ont été suggérés comme alternative
dans la thérapie de remplacement des hormones chez les femmes post- ménopausiques
(Graham et Vance, 2003).

La consommation des 1égumineuses est associée avec la physiologie et la santé. Elle joue
un role dans la prévention des maladies cardio-vasculaires, 1’obésité, le diabéte et le cancer

(Sparvoli et al., 2015).
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II- Vicia faba

La féve n'était pas parmi les toutes premicres récoltes domestiquées. Elle était
probablement introduite dans 1'agriculture vers la fin de la période Néolithique. Le centre
d'origine était au Proche Orient, 1'Irak et I'Iran et les centres secondaires ont évolué plus
tard dans 1'Afghanistan et 1'Ethiopie. Avant 1000 AJC, la culture des féves a été déja
¢établie en Europe. Les grandes graines sont d'origine récente et elles ont été probablement
développées il y a 1000 - 1200 ans dans I'Est d’Irak, diffusées aprés en Asie, a travers
I'Afrique du Nord vers Europe et éventuellement en Amérique (Link et al., 2008).

La féve, comme une source importantes de protéines dans les secteurs arides des
pays en voie de développement, trés probablement influencée par le changement
climatique, est réputée étre parmi les especes de légumineuses relativement sensibles au
déficit hydrique. Elle est fortement sensible a l'irrigation, mais dans la plupart des
régions de production, elle est rarement irriguée et dépend surtout de I'humidité stockée

dans le sol et des précipitations pour sa croissance et son développement (Khasaei, 2014).

IV- Rhizobia

Les Rhizobia sont habituellement définis en tant que bactéries du sol fixatrices
d'azote, capables d'induire la formation des nodules racinaires ou de tiges sur les plantes
légumineuses auxquelles 1'azote atmosphérique est réduit en ammoniaque au profit de la
plante. Bien que la majorité de légumineuses forment la symbiose avec les membres des
genres qui appartiennent a la classe Alphaproteobacteria (Allorhizobium, Azorhizobium,
Blastobacter, Bradyrhizobium, Devosia, Ensifer, Mesorhizobium, Methylobacterium,
rhizobium et Sinorhizobium), quelques légumineuses, telles que celles du grand genre
Mimosa, sont nodulées par des membres de la classe Betaproteobacteria dont les genres
Burkholderia et Cupriavidus (Boakye et al., 2016).

Les rhizobium sont des bacilles & Gram négatif de 0,5 a 0,9 um de largeur sur 1,2 a
3 um de longueur (Perry et al., 2002). Ils sont mobiles par un seul flagelle polaire ou par
deux a six flagelles péritriches (Somasegaran et Hoben, 1994). Ils se transforment en
bactéroides de forme branchée, sphérique ou en massue lors d’une infection racinaire de la
plante hote (Perry et al., 2002). Ce sont des bactéries chimioorganotrophes. IIs utilisent des

carbohydrates relativement simples comme le glucose, le mannitol, le saccharose et des
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composés aminés. Certaines espeéces exigent des vitamines pour leurs croissances

(Somasegaran et Hoben, 1994).

Les rhizobiums sont des microorganismes aérobies qui fixent 1’azote en conditions
microaérophiles (Perry et al., 2002). Le pH optimum de la croissance se situe entre 6 et 7,
mais certaines souches comme Rhizobium japonicum tolérent un milieu acide (pH = 4). La
température idéale se situe entre 25-30°C. Ils se développent sur milieu YMA (Yeast
Mannitol Agar), sur lequel les colonies apparaissent sous forme circulaire, blanches,
opaques ou laiteuses, humides, translucides et peuvent étre brillantes. Les colonies jaunes
sont pales et sont rencontrées surtout dans les cultures agées (Somasegaran et Hoben,

1994).

V- La symbiose rhizobium-légumineuse

Le terme symbiose désigne ’ensemble des associations plus ou moins fortes
s’établissant entre deux organismes différents vivant ensemble. Parmi ces associations, la
plus importante est 1’association symbiotique dans laquelle au moins 1’'une des deux

espéces est bénéficiaire (Perry et al., 2002).

La fixation de I’azote sur terre est le second plus important processus biochimique
apres la photosynthése (Lakhal, 2011). Les légumineuses établissent une association
symbiotique avec certaines bactéries Gram négatifs du sol, collectivement connues comme
des rhizobium qui aident a fixer 1’azote atmosphérique, afin d’obtenir des nutriments a
partir de la plante et produire de 1’azote par un processus appelé fixation biologique de
I’azote (Sobti et al., 2015), qui consiste en la réduction de 1’azote atmosphérique en

ammoniaque en présence de la nitrogénase (Zahran, 1999).

L’interaction entre rhizobium et leur plante hote est spécifique, la pénétration des
rhizobiums dans leurs hotes est strictement coordonnée et contrdlée (Pelmont, 1993). La
plante ouvre le dialogue en exsudant des flavonoides qui activent les génes de la
nodulation de la bactérie. Cette activation provoque la synthése d’une molécule signal de la
nodulation (Lipochitooligosaccharide) qui, a son tour, déclenche chez la plante des
processus préparant la pénétration de la bactérie dans la racine (Ganry et Dommergues,

1995).
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Les rhizobiums libérent dans le milieu environnant de petites quantités de
lipopolysaccharides (LPS) émanées de sa membrane externe. Ces LPS sont hétérogénes
mais possedent une spécificité structurale et antigénique en fonction de la souche. Ces
derniers pénétrent dans les poils absorbants et contribuent a diriger la formation du canal

infectieux (Pelmont, 1993).

Au stade final de D’infection, les bactéries subissent une différenciation en
bactéroides et synthétisent la nitrogénase, enzyme catalyseur de la fixation de ’azote de

I’air (Ganry et Dommergues, 1995).

Les conditions environnementales jouent un rdle essentiel dans le controle des
interactions rhizobium-légumineuses. Elles peuvent affecter la croissance, la prolifération,
le processus symbiotique et la fixation de I’azote par les rhizobiums en association avec les
plantes légumineuses. Cette association mene a la tolérance aux conditions extrémes de la
salinité, 1’alcalinité, 1’acidité, la toxicité des métaux, la sécheresse et les engrais chimiques

(Lebrazi et Benbrahim, 2014).

VI- Les paramétres abiotiques influen¢ant le développement des rhizobiums
VI-1- La température
La température est lun des facteurs principaux affectant la croissance des

rhizobiums, leur survie dans le sol et le processus symbiotique. Les hautes températures
(36, 40 et 42°C) altérent €galement la composition de la surface cellulaire (EPS et LPS)
(Yadav et Nehra, 2013) et engendrent la déshydration 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 irréversibles des enzymes (El hillali,
2006).

Les hautes températures induisent un changement dans la quantité des LPS secrétés
et dans le profil électrophorétique des LPS et des protéines des souches de Rhizobium sp.

résistantes a la chaleur (Nandal et al., 2005).
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VI-2- Le pH

Le sol est un environnement complexe ou le développement et la croissance des
bactéries peuvent étre influencés par différents facteurs édaphiques (Pereira et al., 2006).
L’un des facteurs les plus importants qui affecte 1’efficacité de la symbiose rhizobium-
plante est le pH du sol dans lequel ils interagissent. La plante hote semble étre le facteur
limitant pour la croissance des rhizobiums a des pH extrémes ; la plupart des 1égumineuses
ont besoin d'un sol neutre ou légérement acide pour la croissance surtout quand elles

dépendent de la fixation symbiotique de 1'azote (Fox, 2005).

L’alcalinité du sol est I’un des problémes les plus communs dans les régions arides
et semi- arides, qui sont caractérisées par un pH élevé étendu entre 7,5 et 8,7 (Abd-allah,

2014).

L’acidité est beaucoup plus répandue que I’alcalinité dans plusieurs régions du
monde. Face a ’acidité, les souches de rhizobium varient largement dans leurs tolérances
(EI hillali, 2006). Selon Zahran (1999), les souches de Rhizobium loti se développent a pH
4,5 contrairement aux souches de Bradyrhizobium qui ne se développent pas. Les souches
de Rhizobium loti tolérantes a 1’acidité montrent un avantage comparatif par rapport aux

souches sensibles a 1’acidité dans la capacité de noduler leurs Iégumineuses a pH 4,5.

Correa et al. (1997) ont observé que des souches de Rhizobium loti qui se
développent lentement sont plus tolérantes a 1'acidité, mais elles n’alcalinisent pas le milieu
et que toutes les souches testées sont acidifiantes, suggérant que leur tolérance aux pH
faibles n’est pas dépendente de I'excrétion des composés alcalinisant, mais de la présence
d'autres facteurs tels que la température et la salinité, qui proteégent la cellule contre 'action

des concentrations extracellulaires élevées en protons.

VI-3- La salinité

La salinité est un stress osmotique responsable d’importantes pertes de récolte dans
le monde, particulierement dans les sols semi-arides et dans le cas de l'agriculture irriguée
(Abd-alla, 1992). Elle affecte la multiplication et la survie des rhizobiums dans le sol et la

rhizosphere (Ben Khaled et al., 2003). Les sels de chlorure et de sulfate sont prédominants
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dans les sols salins. La croissance des plantes, [’assimilation des nutriments, le
métabolisme et la synthése des protéines sont affectés sous les conditions du stress salin.
Le retard dans la croissance des plantes provoque la diminution des rendements

(Cordovilla et al., 1999).

Le stress salin est devenu une menace croissante a la production alimentaire, depuis
que ’irrigation est considérée comme étant un probléme majeur dans les champs agricoles
suite a la salinisation progressive. Il réduit le potentiel hydrique, provoque le déséquilibre
ionique ou la perturbation dans I'homéostasie et la toxicité des ions. Cette altération de
I’état de I'eau méne a la réduction de croissance et la limitation de la productivité végétale.
Puisque le stress salin implique le stress osmotique et ionique, la suppression de croissance
est directement liée a la concentration totale des sels solubles ou au potentiel osmotique de

I’eau de sol (Rabie et Almadini, 2005).

Certaines souches de rhizobiums ont la capacité de croitre a des concentrations
¢levées (4 - 5%) en sel bien que, Bhattacharya et al. (2013) ont rapporté que les Rhizobium
sp. isolés de Pisum sativum sont capables de se développer en présence de 1% en NaCl,
mais incapables de se développer a des concentrations supérieures.

Les souches de rhizobiums a croissance rapide, productrices d'acides sont
généralement plus tolérantes aux sels que les souches a croissance lente et alcalinisantes
(Abdelmoumen et al., 1999).

La tolérance au sel varie selon le génotype du symbiote. Certaines hypothéses
évoquent que certaines souches de rhizobiums pouvaient accroitre la tolérance de la plante

hote a la salinité (Dommergues et al., 1998).

Les cellules de rhizobiums exposées aux concentrations élevées en sel accumulent
souvent des osmolytes organiques protecteurs tels que des acides aminés comme la proline,
la bétaine (et dérivés), I’ectoine et le glutamate ou des carbohydrates comme le tréhalose,
le saccharose et autres afin de maintenir la turgescence des cellules et de limiter les dégats

causés par le sel (El hillali, 2006).

Chez les bactéries, il est probable que les solutés compatibles exercent leurs effets a
deux niveaux. Tout d'abord, il a été bien établi que les solutés peuvent interagir avec les

protéines en présence de concentrations élevées en sels et de stabiliser leur conformation,
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ce qui conduit a la restauration de l'activité. Le second effet des solutés compatibles est que
leur accumulation par la cellule méne a la libération des ions de potassium et I’abaissement
de la force ionique cytoplasmique. Ainsi, il existe une synergie entre l'effet direct de la
bétaine ou la proline sur la structure des protéines et I'effet indirect de la réduction de la

force ionique (Abdelmoumen et al., 1999).

VI-4- Les métaux lourds

Les métaux lourds sont connus pour étre des polluants inorganiques importants qui
persistent dans le sol pendant de longues périodes, et qui ont un effet ecotoxicologique
pour les plantes et les microorganismes du sol (Lebrazi et Benbrahim, 2014). Ils sont
largement utilisées dans des domaines treés variés : Dans 1’agriculture a travers [’utilisation
des pesticides et des fertilisants. En industrie, comme c’est le cas de 1’'usage du plomb dans
la fabrication des accumulateurs ou dans la médecine, ou le mercure et ses sels organiques
comme antiseptiques dans les hopitaux. Les rejets de ces métaux lourds provoquent une

pollution croissante de I’environnement (Khebbat, 1994).

Certains métaux tels que le Zn, Cu, Ni et Cr sont des micronutriments essentiels ou
bénéfiques pour les plantes, les animaux et les microorganismes (Pereira et al., 2006), mais
a de fortes concentrations ils peuvent étre toxiques (Bruins et al., 1999). D'autres métaux
lourds tels que le Cd, Hg et Pb n'ont aucune fonction biologique et physiologique connue,

et peuvent étre toxiques a des concentrations relativement basses (Pereira et al., 2006).

Il a ét¢ rapporté que les métaux lourds influencent défavorablement sur les
microorganismes en affectant leur croissance, leur morphologie et leurs activités y compris
la fixation symbiotique de I’azote (Pereira et al., 2006). C’est le cas du mercure qui est
toxique car il inactive les thiols essentiels qui font parties des enzymes et des protéines.

(Bruins et al., 2000).

Le cadmium étant un métal non essentiel qui est toxique a des concentrations
faibles se trouve dans la biosphere a des concentrations de 0,01 a 1,8 ppm et il est souvent

associés aux minerais de zinc (Bruins et al., 2000).

11
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Les mécanismes de tolérance des bactéries aux métaux lourds sont trés divers, et
peuvent impliquer un efflux du métal énergie dépendant, la précipitation des métaux en
tant que sels insolubles, I’altération de la perméabilit¢ membranaire aux métaux,
I'immobilisation du métal a I’intérieur de la paroi cellulaire, la production d'agent chélatant

et la transformation biochimique des ions métalliques (Figueira et al., 2005).

VI-5- Les antibiotiques

La rhizosphere contient un mélange de populations microbiennes métaboliquement
actives qui rentrent en compétition dans cet environnement par rapport a la taille, a la
diversité et a l'activité biochimique. Généralement, les antibiotiques sont utilisés pour

traiter les maladies des animaux et pour favoriser leur croissance (Naamala et a/., 2016).

La majorité des antibiotiques utilisés sont excrétés dans la maticre fécale et les
urines. IIs persistent et s'accumulent dans les sols apreés applications répétées d'engrais.
Cela peut affecter ’inffectivité et 1’efficacité symbiotique des rhizobiums (Naamala et al.,
2016). Regrettablement, 1’utilisation de ces antibiotiques est accompagnée par 1’apparence

rapide des souches résistantes (Davies et Davies, 2010).

L’¢évaluation de la résistance intrinséque aux antibiotiques des rhizobiums de pois
chiche a montré que la plupart des isolats examinés (65%) ont une haute résistance a la
Kanamycine, a 1’acide nalidixique et a I’érythromycine. En présence de I’ampicilline, le
chloramphenicol, la rifamycine, la spectinomycine, la streptomycine ou la tétracycline,
seuls 14 a 25% (selon I’antibiotique) d’isolats étaient résistants (Maatallah et al., 2002).

Selon Abera et al. (2015), I’effet de différentes concentrations en antibiotique sur
quatre souches de rhizobium (Deux de Vicia faba et deux de soja), révelent une différence

dans leur survie, leur persistance et leur compétitivité.

Le mode d'action des antibiotiques contre des bactéries dépend de la composition
chimique de I’antibiotique et de la morphologie de la cellule bactérienne (Milicic et al.,
2006).

Les mécanismes de résistance des rhizobiums aux antibiotiques peuvent étre actifs
ou passifs. La résistance passive n'est pas directement mise en place pour résister a un
antibiotique ou a une classe particuliére d’antibiotiques (processus adaptatifs généraux, tel

que la présence des barrieres spécifiques sur la membrane externe des bactéries Gram

12
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négatives). La résistance active implique trois principaux mécanismes ; la modification
des sites de la cible, I’efflux actif de [D’agent antimicrobien et de Ia
modification enzymatique/dégradation de I'agent antimicrobien. Tous les mécanismes
actifs exigent des changements de leur programmation génétique en réponse a la présence

des agents antibiotiques (Naamala et al., 2016).

VI-6- Les pesticides

L'utilisation des pesticides est efficace pour la protection des plantes contre les
ravageurs, mais leur utilisation intensive a entrainé la perturbation du systéme biologique
naturel. Certains pesticides utilisés dans l'agriculture peuvent étre nocifs pour les bactéries
fixatrices d'azote. La quantité des pesticides appliqués atteignant I’organisme cible est de

0,1%, tandis que la quantité restante affecte le sol (Gulhane et al., 2015).

Une fois appliqué au sol, au feuillage des plantes ou directement sur les graines, les
pesticides peuvent rentrer dans le sol par I’application directe ou par l'intermédiaire des
exsudats racinaires des plantes. Cette entrée des pesticides peut affecter beaucoup
d'organismes du sol par différentes fagons. Quelques bactéries du sol peuvent tolérer ou
dégrader quelques pesticides et les utiliser en tant que source unique de carbone ou d'azote.
Des effets bactériostatiques et 1étaux peuvent également se produire (Drouin et al., 2010)
en endommageant I’ADN, les protéines, la membrane et en provoquant 1’oxydation des

molécules (Ahemad et Khan, 2011).

Les effets phytotoxiques de divers herbicides sur les 1égumineuses dont les petits
pois (Pisum sativum), le pois chiche (Cicer arietinum), les lentilles (Lens esculentus) et la
féverole (Vicia faba) ont été rapportés. La gravité de ces effets dépend du type et de la
concentration des herbicides, de l'espéce de rhizobium et du génotype de la plante
(Ahemad et Khan, 2009). Cependant, les rapports des effets des herbicides sur les
légumineuses et ses symbiotes (rhizobium) sont contradictoires; une réduction
significative de la croissance des rhizobiums a été observée pour certains herbicides, tandis
que ’augmentation de la dose d’herbicides sur le terrain n'a pas influencée la croissance
des rhizobiums, mais réduit la capacité ultérieure des rhizobiums de former des nodules.
La croissance des rhizobiums est seulement un aspect de la symbiose, qui dépend aussi de
la formation, la croissance et la fonction des nodules, tous ces processus peuvent étre

affectés par les applications d'herbicides (Ahemad et Khan, 2009).
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Les études effectuées sur des isolats de rhizobiums de soja ont rapporté que les
herbicides induisent une réduction de la nodulation pouvant étre le résultat indirect des
dommages causés sur la plante, par I'action direct de I'herbicide sur les rhizobiums ou bien
la réduction peut résulter de 1'action sur les deux partenaires symbiotiques (Shankar et al.,

2012).

Il a était rapporter que plusieurs fongicides testés (Captan, Carboxine, Folpet, etc.)
¢taient si toxiques aux rhizobiums et que I’utilisation des fongicides doit avoir un impact
significatif sur la pratique agricole, ainsi il a été observé que la carboxine n’a pas réduit la

croissance des rhizobiums (Castro et al., 1997).
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Matériel et Méthodes

I- Matériel biologique
I-1- Souches bactériennes

Onze souches de Rhizobium sp. appartenant a la collection du Laboratoire
d’Ecologie Microbienne sont utilisées dans cette étude. Ces souches (AKE1, AMI11R,
EA2, EB1, EC6, ES8, MEK6, MT2, UE28, UM2 et la souche de référence RLV)
proviennent de différentes régions de Bejaia et sont isolées a partir des nodules de Vicia

faba. Elles sont repiquées sur milieu YMA (Annexe 01) incliné en vue de revivification et

incubées a 28°C.

II- Méthodes

I1-1- Effet de la température sur la croissance

L’évaluation de la tolérance a la température est réalisée sur milieu YMB (Annexe
01) reparti dans des tubes a essai a raison de 4ml. Chaque tube est ensemencé avec 40ul
d’une préculture obtenue sur YMB et ayant une DO (A= 620nm) de 0,1. Trois répétitions
sont réalisées pour chaque traitement. Apres incubation aux températures choisis (26, 28,
30, 32, 34 et 36°C) pendant 72 heures, la croissance est évaluée par mesure de la densité

optique a 620nm.

11-2- Effet des sels sur la croissance

I1-2-1- Evaluation de I’effet des sels minéraux

L’effet du NaCl, KCl, Na,SO4, K,SO4, MgCl, et MgSO, sur la croissance des
différentes souches est évalué sur milieu YMB, reparti dans des tubes a essai a raison de
4ml. Les différents sels sont testés a des concentrations de 50mM, 100mM, 150mM et
200mM. Pour chaque souche, trois tubes de chaque concentration sont ensemencés avec
30ul d’une préculture obtenue sur YMB et ayant une DO de 0,1 a 620nm. Apres
incubation a 28°C pendant 72 heures, I’effet des différents sels a été évalué par mesure de

la DO a 620nm.
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I1-2-2- Effet des métaux lourds sur la croissance

L’¢évaluation de I’effet des sels métalliques sur la croissance des différentes souches
de Rhizobium sp. est réalisée sur milieu YMA. Cinq sels métalliques a savoir, le sulfate de
Zinc (ZnS0Oy), I’acétate de plomb (Pb(OOCCH3)), le sulfate de cuivre (CuSQy), le sulfate
de cadmium (3CdSO4) et le chloride d’aluminium (AICIl;) sont testés a différentes

concentrations.

Les concentrations en sels métalliques des solutions meéres utilisées sont les
suivantes :
- ZnS04/7H,0 : 0,5g/ml
- Pb(OOCHj3),/3H,0 : 0,1g/ml
- CuS04/5H20 : 0,25g/ml
- CdSO4/8H20 : 0,1g/ml
- AICl5 /6H,0 : 0,5g /ml

A partir de ces solutions, des volumes définis de chaque solution sont prélevés et
additionnés au milieu YMA pour obtenir les différentes concentrations a tester.

L’ensemencement est réalisé sous forme de spots de 10ul a partir d’une préculture
d’une densité optique de 0,1 a 620nm. Trois dépdts sont effectués pour chaque
concentration et chaque souche. Apres incubation a 28°C pendant 72 heures, la croissance
est évaluée par I’apparition de colonies sur le milieu. Les concentrations minimales

inhibitrices sont ensuite déterminées pour chaque sel métallique.

I1-3- Résistance aux antibiotiques

La sensibilit¢ des souches de Rhizobium aux antibiotiques est évaluée par la
méthode de I’antibiogramme standard par diffusion sur gélose YMA.

Apres avoir coulé la gélose et aprés solidification, les boites sont ensemencées par
¢couvillonnage a partir d’une préculture d’une densité optique de 0,1 a 620nm.

Apres séchage, des disques d’antibiotiques sont déposés sur la surface de la gélose.
Ainsi, 18 antibiotiques dont les charges et les diametres critiques sont représentés dans le
tableau I sont testés. Apres incubation a 28C° pendant 24h, les diametres des zones

d’inhibition sont mesurés. La sensibilité¢ aux différents antibiotiques testés est déterminée
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selon les recommandations établies par le Comité de 1’Antibiogramme de la Société

Francaise de Microbiologie (1997).

Tableau I : Les antibiotiques testés et leurs diamétres critiques

Diameétres critiques

Antibiotiques | Symboles | Charges - — Familles
Sensible(S) | Résistant(R)
Iﬁ;i?;ixique NA 30 ug >20 <15 Fluoroquinolones
Amikacine AK 10 nug >17 <15 Aminoglycosides
Amoxicilline AX 25 ug >21 <14 Pénicillines
Amoxycilline
+ Acide AMC 30 ug >21 <14 Pénicillines
clavulanique
Aztréonam ATM 30 ug >23 <17 Monobactames
Céfazoline Ccz 30 ug >12 <18 Céphalosporines
Céfotaxime CTX 30 ug >21 <15 Céphalosporines
Céfoxitine FOX 30 ug >22 <15 Céphalosporines
Céftazidime CAZ 30 ug >21 <15 Céphalosporines
Ertapénéme ETP 10 pg >23 <20 Carbapénemes
Macrolides,
Erythromycine E 15 pg >22 <17 Lincosamides et
Streptogramines
Gentamicine GEN 10 pg >16 <14 Aminoglycosides
Oxacilline 0X I pg >20 <20 Pénicillines
Pénicilline P 10U >29 <8 Pénicillines
Tétracycline TE 30 ug >19 <17 Tétracyclines
Ticarcilline TIC 75 ng >22 <18 Pénicillines
Tobramycine TOB 10 nug >17 <15 Aminoglycosides
Vancomycine VA 30 ug >17 <17 Glycopeptides

I1-4- Effet des pesticides sur la croissance des rhizobiums

L’¢évaluation de I’effet des pesticides sur la croissance des différentes souches de

Rhizobium sp. est réalisée sur milieu YMA. Cinq pesticides dont, deux fongicides
(AGRIVIL 100g/l, ARDAVO 720g/1), deux acaricides (BYE-BYE 200g/l, RIVAFOL
480¢g/1) et un insecticide (DURSBAN 480g/1) sont testés.

Un essai préliminaire en utilisant des concentrations de 1’ordre de 25, 50, 75 et

100pg/ml (Ben-Gweirif et al., 2005) a été réalisé. Sur la base des résultats obtenus,
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d’autres concentrations a savoir 100, 150, 200 et 250pg/ml sont testées. L’ensemencement
est réalisé sous forme de spots de 10ul a partir d’une préculture d’une densité optique de
0,1 a 620nm. Trois dépots sont effectués pour chaque concentration et chaque souche.
Apres incubation a 28C°/24h, toute croissance sur milieu indique la tolérance au pesticide
correspondant. En se basant sur la présence ou I’absence de la croissance, les CMI sont

ainsi déterminées.

I1-5- Analyse statistique des données

Les résultats obtenus avec les différents tests sont regroupés dans une matrice puis
ont fait 1’objet d’une analyse de la variance sous XLSTAT (version 2009.1.02) pour

déterminer 1’influence des différents parameétres sur la croissance des souches retenues.
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Résultats et discussion

I- Evaluation de I’effet de la température

La majorité des souches que nous avons étudiées présentent un optimum de croissance
situé entre 26°C et 30°C (Figure 01). Au dela de cette gamme, on remarque que la croissance
des souches EB1, EC6 et ES8 reste stable jusqu’a 34°C puis diminue progressivement. Il y a
lieu de signaler que la croissance de ces souches est plus importante que celles des autres
souches aux différentes températures testées. A I’exception de la souche MT2 qui présente
une croissance faible mais stable, les souches AM11R, EA2, AKE1, UE28, MEK®6 ainsi que
la souche de référence RLV sont trés affectées par les températures a 32°C puisque leurs

charges finales sont inférieures a la charge initiale.
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Figure 01 : Courbes de croissance des souches de Rhizobium sp. a différentes températures

L’analyse de la variance montre que la température a un effet treés significatif (p<0,05)

sur la croissance des souches (Tableau II).

Tableau II : Analyse de la variance

T °C 26 28 30 32 34 36
F 38,432 77,042 27,387 33,269 57,198 92,5
P- value <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
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D’aprés Gauri et al. (2011), la majorit¢ des souches isolées de Trifollium
alexandrinum ont la capacité de croitre a 36°C, tandis que certaines souches survivent a 38°C.
Ces résultats sont comparables a ceux obtenus avec les souches EB1, EC6, ES8 et MT2.
Selon Yadav et Nehra (2013), la tolérance aux hautes températures serait due a un
changement de la quantité¢ des EPS au niveau de la surface cellulaire et a I’induction de la
synthése des protéines appartenant a un groupe spécifique de lipopeptides connus comme des
protéines de choc thermique (HPSs). Toutefois, trois protéines de choc thermique (106.9,
83.1, 59.5 KDa) ont étaient rapportées pour étre produites et accumulées par différentes

especes de rhizobiums (Nandal et al., 2005).

II- Détermination de la tolérance aux sels minéraux

II-1- Tolérance au NaCl et au Na,SO,

L’évaluation de la tolérance des souches de Rhizobium en présence de chlorure de
sodium révele que la plupart des souches sont sensibles aux différentes concentrations testées.
Les souches EA2, EB1, EC6, ES8 et MT2 présentent une bonne croissance en présence des
différentes concentrations en NaCl (Figure 02). Ces résultats sont comparables a ceux
rapportés par Elsayed et al. (2013) sur des souches de Rhizobium leguminosarum bv. viciae.

Abdelmoumen et al. (1999) ont rapporté que certaines souches de rhizobium isolées a
partir de Trigonella tolerent jusqu’a 4% (684 mM) et d’autres tolerent 12% (2052 mM) en
NaCl. Les souches de Rhizobium leguminosarum bv. trifolli ont été rapportées pour étre

tolérantes aux concentrations supérieures a 350 mM en NaCl (Zahran, 1999).

Les résultats présentés dans la figure 02 résument la tolérance des souches au sulfate
de sodium. On constate que la moiti¢ des souches sont influencées par 1’augmentation de la
concentration en Na,SQy, toutefois, elles présentent une croissance comparable a celle de la
souche de référence RLV. Les souches EA2, EB1, EC6, ES8 et MT2 présentent une bonne
croissance en présence des différentes concentrations en sel. L’optimum de croissance est
obtenu a OmM (YMB) pour les souches EB1 et ES8 tandis qu’il est de 50 mM pour les
souches EA2, EC6 et MT2.
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Les effets du NaCl et Na,SO,4 sur I’ensemble des souches apparaissent similaires. Le
méme constat a été rapporté par Abdelmoumen et al. (1999) sur des souches de rhizobium

isolés de différentes especes de légumineuses.
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Figure 02 : Influence des différentes concentrations en sels de sodium sur la croissance des

souches de Rhizobium sp.

II-2- Tolérance au KClI et au K,SO,

Les résultats du test de tolérance au chlorure de potassium montrent que les différentes
souches présentent une variation dans leur sensibilité (figure 03).

Les souches EB1, EC6, ES8 et EA2 présentent la meilleure tolérance avec une
croissance observée sur les différentes concentrations testées, toutefois, les souches EA2 et
MT2 présentent une tolérance modérée. Les souches AKEI, AM11R, MEK6, UE28, UM2

ainsi que la souche de référence sont tres sensibles.

Le suivi de I’évolution de la croissance en fonction des concentrations en K,;SO4
(figure 03) montre que les souches EB1, EC6 et ES8 présentent la meilleure tolérance avec
une croissance observée sur les différentes concentrations testées. Les souches EA2 et MT2
présentent une tolérance modérée et se développent jusqu’a 200 mM de KCl, alors que les

souches AKE1, AM11R, MEK6, RLV, UE28 et UM2 sont les moins tolérantes.
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Figure 03 : Influence des différentes concentrations en sels de potassium sur la croissance des

souches de Rhizobium sp.

En comparant la croissance des différentes souches en présence de ces quatre sels, on
constate que le profil de tolérance observé est identique. Les souches EA2, EB1, EC6, ESS8 et
MT?2 présentent une bonne croissance en présence de chacun de ces sels et aux différentes

concentrations testées.

I1-3- Tolérance au MgCl, et au MgSO,

La figure 04 montre que la plupart des souches présentent une bonne croissance de
MgCl, ou MgS0O,. Les optima de croissance sont observés a 0 et SO0mM pour la plupart des
souches dans le cas MgCl, tandis que, dans le cas MgSQOy_ ils sont observés a 50 et 100mM.
Les souches UE28 et UM2 présentent une faible croissance dans le cas des deux sels.

Le test de corrélation montre que le MgCl, n’a pas d’effet sur la croissance aux

concentrations 50 et 100 mM. Son effet n’apparait qu’aux concentrations élevées.

L’importance de I’effet inhibiteur du MgCl, comparé a celui de MgSOy, serait li¢e a la

toxicité des chlorures par rapport aux sulfates.
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Elsheikh et Wood (1989) ont rapporté que la croissance des rhizobiums n’est pas
affectée par 1,5% des différents sels comme : Na,SO4 (105,6 mM), NaCl (256,63 mM),
MgSO4 (124,61mM), MgCly(157,54 mM), K;SO4(86,07mM) et KCI1 (201,2 mM), mais leur
croissance est inhibée par tous ces sels a des concentrations allant de 2,5 a 3,5 sauf dans le
cas du MgSO4 ou un développement important est observé a 3,5% (Abdelmoumen et al.,

1999).
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Figure 04 : Influence des différentes concentrations en sels de magnésium sur la croissance

des souches de Rhizobium sp.

I1-4- Profils de tolérance des souches de Rhizobium sp. aux différents sels

La comparaison des profils de croissance des différents souches montre que les
souches AKE1, AM11R et MEK6 présentent un profil semblable a celui de la souche de
référence RLV avec une tolérance importante pour le MgSO,4 et MgCl, (figure 05).

A I’exception des souches UE28 et UM2 qui sont tres affectées par les différents sels
et par toutes les concentrations testées, les autres souches présentent une bonne tolérance en
présence de la plupart des sels.

La souche EA2 présente une meilleure tolérance pour le NaCl que pour les autres sels
puisque sa croissance augmente avec I’augmentation de la concentration. Elle est par contre

trés affectée par le MgSO4 tout comme les souches MT2 et UE28.
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Une variabilité dans la tolérance a était marqué pour I’ensemble des souches testées en
présence de différents sels a différentes concentrations. Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus par Ventorino et a/. (2012), qui a conclu que méme les especes d’'un méme genre
pourraient avoir une tolérance différente au stress salin.

Les rhizobiums peuvent utiliser des mécanismes distincts pour 1’adaptation osmotique
au stress salin tels que 1’accumulation des solutés organiques a bas poids moléculaire
(Osmolytes), incluant les amino-acides tels que le glutamate, le N-acetylglutaminyl, la
glutamine, les sucres et les polyamines ou I’accumulation des ions (K+) (Zahran, 1999).

D’autres mécanismes tels que le changement de la structure des EPS et des LPS, la
modification de la morphologie et de la taille des cellules et le changement au niveau de
I’expression des génes sont €¢galement observés (Ventorino et al., 2012 ; Lopez- Gomez et al.,

2013).

I11- Etude de la sensibilité des rhizobiums aux métaux lourds

L’¢tude de la sensibilité des souches de rhizobium en présence des différents métaux
montre que la plupart des souches se développent sur toutes les concentrations testées
« Tableau III ». Toutefois, elles présentent des différences au niveau de I’importance de leur
développement sur le milieu de culture et la variation de 1’aspect mucoidale, 1i¢ a la
production des exopolysaccharides. Cette derniere diminue avec 1’augmentation de la
concentration en métaux lourds.

En présence du zinc, la souche MEK6 ne présente aucun développement méme aux
plus faibles concentrations « Tableau III ».

En ce qui concerne le Plomb, toutes les souches présentent une croissance méme aux
concentrations les plus élevées (2400 pg/ml). Les souches EB1, EC6 et ES8 présentent une
croissance assez importante a la concentration 400 pg/ml (Tableau III).

Dans le cas du cuivre, la plupart des souches présentent une faible tolérance aux
concentrations testées, contrairement au Cd, ou les souches présentent une tolérance assez
importante allant de 6,25 a 100 pg/ml. Les souches MT2, EA2 présentent une bonne
croissance a la concentration 25 pg/ml (Tableau III).

Les résultats représentés dans le tableau III montrent que toutes les souches se
développent aux différentes concentrations testées mais présentent une faible croissance

comparée a celle observée en présence des autres métaux.
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Résultats et discussion

ITI-1- Détermination des concentrations minimales inhibitrices

Les résultats de la tolérance aux métaux lourds nous ont permis de déterminer les
concentrations minimales inhibitrices (tableau IV). Celles-ci présentent une variabilité entre
les souches et entre les métaux lourds testés.

La concentration minimale inhibitrice la plus élevée a était observée dans le cas de
plomb, elle est supérieure a 2400 pg/ml pour toutes les souches, alors qu’une faible
concentration minimale inhibitrice a était observée dans le cas de zinc pour la souche MEKS6.
Une CMI supérieure a 500 pg/ml a été observée chez toutes les souches testées en présence de

zinc, cuivre et I’aluminium.

Tableau I'V: Concentrations minimales inhibitrices

uches
AMI11R| MEK6 | RLV | UE28 | UM2 | AKEl | EA2 EB1 EC6 ES8 MT2

métaux

Zn >500 50 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 500 >500 | >500 | >500
Cu >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
Cd >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100
Pb >2400 | >2400 | >2400 | >2400 | >2400 | >2400 | >2400 | >2400 | >2400 | >2400 | >2400
Al >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | =500 | >500 | =500 | >500 | >500

Les concentrations ¢levées en métaux affectent négativement la microflore du sol
(Pereira et al., 2006). Le cadmium a des concentrations faibles a été rapporté €tre toxique
pour le microsymbiont, inhibe 1’activité de la nitrogénase et affecte les activités métaboliques
telle que la photosynthése chez les 1égumineuses (Lebrazi et Benbrahim, 2014).

Les souches de Rhizobium testées présentent une tolérance vis-a-vis du cadmium avec
une CMI> 100 pg/ml (soit 0.89 mM). Cette concentration est inferieure a celle observée par
Abou-Shanab et al. (2007) chez Rhizobium etli AY460185 et qui est de 5 mM, par contre elle
est supérieure a celle qu’ils ont observé chez Rhizobium galegae AY509216 et Rhizobium
gallicum AY509211 qui est de Iordre de 0,ImM et supérieure a celle de Rhizobium
leguminosarum biovar viciae rapportée par (Pereira et al. 2006), qui est de 0,75 mM.

Dans le cas du plomb, les CMI sont inférieures a celles observées par Abou-shanab et
al. (2007), chez des Rhizobium etli (15 mM) et supérieures a celles observées chez
Rhizobium mongolense (10 mM). Les souches testées dans cette étude présentent une CMI
beaucoup plus ¢€levée comparée a celle trouvée par Pereira et al. (2006) chez Rhizobium

leguminosarum biovar viciae et qui est de 621,6 pg/ml.
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Lenart-Boron et Boron (2014) ont rapporté que la fréquence des Rhizobium spp. se
trouvant dans le sol non contaminé par les métaux lourds en Inde est de 1’ordre de
21.10°UFC/g, tandis que dans le sol contaminé, leur fréquence est de 16.10° UFC/g. Ces
auteurs ont également rapporté que la fréquence des Azotobacter spp. qui se développent
naturellement sur ces sols est de 23.10° UFC/g, alors que dans le sol contaminé par les métaux
lourds cette fréquence passe a 17.10' UFC/g. Ces résultats suggérent que les bactéries
symbiotiques fixatrices d’azote sont plus tolérantes que les bactéries fixatrices d’azote a 1’état
libre.

Dans le cas du zinc et du cuivre, la plupart des souches testées présentent une
CMI>500pg/ml et >100 pg/ml respectivement. Ces concentrations sont supérieures a celles
observées par Cevheri et al. (2011) Chez des Rhizobium isolés de Vicia palaestina et qui sont

de 130,78 pg/ml et 84,63 pg/ml respectivement.

I1 a était rapporté que le zinc et le cadmium sont toxiques a des hautes concentrations,
alors qu’a des concentrations modérées, ils sont importants comme oligoéléments. Le
cadmium et le plomb sont, par contre, considérés toxiques car ; ils affectent les fonctions

biologiques (Nies, 1999).

D’apres les études de Paudyal et al. (2007), I’aluminium a un effet sur la croissance
des rhizobiums méme a de faibles concentrations. L’aluminium se lie 8 ’ADN des souches
sensibles et des souches tolérantes mais la synthése de cette ADN par les souches de

Rhizobium loti n’est pas affectée (Zahran,1999).

La toxicité de I’aluminium est un grand probléme dans les milieux acides, car la

solubilité des ions libres d’AlI*” augmentent rapidement (Paudyal et al., 2007).

Les Rhizobium sont capables de produire des grandes quantités en exopolysaccharides
et lipopolysaccharides qui séquestrent la majorit¢ des métaux en dehors de la cellule
(séquestration extracellulaire) qui est considéré comme premiére barriere de défense au stress
métallique (Lebrazi et Benbrahim, 2014). Ce mécanisme peut étre complété par d’autres
mécanismes de résistance tel que le systeme d’efflux qui consiste a expulser le métal dans les
conditions extrémes. Ce systeme peut inclure I’ATPase et les échanges chimiosmotiques

ions/proton (Lebrazi et Benbrahim, 2014).
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IV- Détermination de la tolérance des Rhizobium sp. aux antibiotiques

Les résultats de 1’antibiogramme obtenus montrent que la résistance aux antibiotiques
varie d’une souche a I’autre (tableau V).

En effet, les antibiotiques tels que la céftazidime et 1’oxacilline n’ont pas d’effet sur la
croissance de nos souches, par contre la gentamicine, tétracycline et vancomycine inhibent
fortement la croissance de la majorité des souches testées.

Parmi les souches étudié¢es, EA2 et MT2 présentent une résistance a 15 antibiotiques
sur les 18 testées.

La souche MEK6 présente une résistance a 4 antibiotiques sur les 18 antibiotiques

testés alors que, les souches EB1, EC6 et ES8 présentent une résistance a 11 antibiotiques.

Tableau V: Profil de résistance des souches de rhizobiums aux différents antibiotiques

ATB ouches | \kr1 |AMIIR|EA2|EB1| EC6 | ES8 | MEK6 | MT2 | RLV |UE28 | UM2
NA Rm S |[Rm| s | s S S S S s | s
AK S S |Rm R | R S R | s s | s
AX S S R|s | s S S R [Rm| S | R
AMC S S R |[Rm| Rm [ Rm | S R [Rm| S | R
ATM S R R |[Rm|Rm |[Rm | S [Rm | R [ s | R
CZ R R R|R| R [ R R R | R | R | S
CTX S S R|s ]| s S| ND [Rm| s [ND] R
FOX S ND [RI[R| R [ R | ND| R s s | r
CAZ R R R|R| R | R R R [ R | R [R
ETP S S s|R| R | R S S S s | s
E R S R|s | s S S | Rm | S s | s
GEN S S s | s | s S S [RrRm | s s | s
0oX R R R|R| R [ R R R [ R | R [ R
P Rm S R |Rm| Rm | Rm S Rm | Rm R ND
TE S S s | s | s S S R | s s | s
TIC R R R|R| R | R R R | R | R | S
TOB R S R|R| R [ R S R | R [Rm | S
VA S S R|s ]| s S S S S s | s
R : résistante Rm : Résistance Modérée S : Sensible ND : Non Déterminé
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La figure 06 montre que les souches de Rhizobium sp. isolées de Vicia faba présentent
une résistance bien marquée a la céftazidime et oxacilline (100%), la céfazoline et la
ticarcilline (90,90%), la tobramycine, pénicilline et I’aztréonam (72,72%) et I’amoxycilline
additionné a I’acide clavulanique (63,63%).

Une faible résistance était observée pour la gentamicine, tétracycline et vancomycine
(9,09%).

120

g 8
SITEE:
.-.,.Illlgg,

72,72

63,63

9% de résistance
45,45

CAZ OX CZ TICTOB P ATMAMC AK FOX AX CTX ETP E NA GEN TE VA
Antibiotiques

Figure 06 : Pourcentage de résistance des souches aux différents antibiotiques

La gentamicine et la tétracycline étant des inhibiteurs de la synthése des protéines
(Chopra et Roberts, 2001 ; Naamala et al., 2016) présentent une action trés importante
puisque 90,91% des souches leurs sont sensibles. Le méme constat est observé pour la
vancomycine qui est un inhibiteur de la synthése de peptidoglycane (Chopra et Roberts,
2001 ; Naamala et al., 2016).

La sensibilit¢ de 78% des souches testées a I’acide nalidaxique, serait due au
I’inhibition de la réplication de I’ADN (Naamala et a/., 2016).

Toutes les souches testées dans cette étude sont résistantes a 1’oxacilline et a la
céftazidime appartenant a la classe des B-lactamines. Cette résistance pourrait étre due a une
altération de la cible, au mécanisme d’efflux qui empéchent la pénétration de certaines B-
lactamines a I’intérieure de la cellule ou a I’hydrolyse qui est un mécanisme de résistance

chez les bactéries Gram négatives (Chopra et Roberts, 2001),
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Les résultats de la sensibilit¢ a la tétracycline obtenus dans cette étude sont
comparables avec ceux obtenus par Gauri et al. (2011) sur des souches de Rhizobium trifolli.
Cet auteur a rapporté que la sensibilité des souches a 1’antibiotique peut étre due au fait que

ces bactéries n’ont pas €taient exposées a cet antibiotique dans leur environnement naturel.

V-Etude de la sensibilité des souches de Rhizobium sp. aux pesticides

Le test d’évaluation de la sensibilité des souches de Rhizobium sp. en présence des
différents pesticides a différentes concentrations montre que les différentes souches présentent

une variabilité dans leur réponse (Tableau VI).

Tableau VI : Variation de la tolérance aux pesticides

Souches - o ©
S| N o~ X | N
S 5|3 E(8|8)5)858|8|5
- Concentratio < | Z = | = = | =
Pesticides
100 el B S e e e S o e e e e
150 - + |||+ |-
AGRIVIL
200 - + + + - - + |+ |+ -
250 - + + + - - + + + + -
100 + + | | A | | | [ |+
150 + + | | A - [ |-
ARDAVO
200 - - ++ | |+ - | -
250 - - ++ | A+ |+ -+ -
100 ++ | | |+ + |+ | |+ || ] -
150 ++ + | ++ - + |+ || - ||+ -
RIVAFOL
200 ++ - - - -+ I T
250 ++ - ++ - - - + - + + | -
100 + - | A+ |+ |+ -
BYE-BYE 150 + - ++ | A+ |+ |+ -+ -
200 + - ++ |+ |+ |+ |+ -+ -
250 - - ++ | + + | + | + - + | + | -
100 ++ | | | | | | [ |-
++ | | | | | | [ |-
DURSBAN 150
200 ++ | | | | | | [ |-
250 ++ | | | ] |-

+++ : Bonne croissance ++ : Croissance modérée + : Croissance faible - : Absence de croissace
En effet, le développement des colonies et la production des exopolysaccharides
présentent un grand contraste d’une souche a l’autre en fonction des pesticides et des

concentrations testées (figure 07).
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Cl1 C2 C3 C4

AMI11R (Dursban) ’ -

EC6 (Ardavo)

AKE1 (Rivafol)

AKE1 (Dursban)

EA2 (Dursban)

ES8 (Ardavo)

RLV ( Bye-bye) -

MT2 (Dursban)

Figure 07: Photographies de développement de quelques souches en présence des

différents pesticides
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Dans le cas de fongicide AGRIVIL, une croissance a 100pg/ml a était observée chez
toutes les souches avec une croissance importante chez AKE1, EB1 et EA2. Une croissance
modérée chez la souche RLV et absence de croissance chez la souche UM2.

Une absence de croissance a était observée chez la souche AKE1 a une concentration
de 150pg/ml, EC6 et ES8 a une concentration de 200pg/ml. Alors que les souches EA2, EBI,
MT2, MEK6, RLV, UE28 et AM11IR continuent de pousser méme a 250pg/ml avec une
faible croissance (Tableau VI).

Les souches EA2, EB1, EC6, ES8, MEK6, RLV et UE28 présentent une croissance
plus ou moins importante, en présence du fongicide ARDAVO, pour les concentrations allant
de 100 a 150pg/ml, par contre une absence de croissance a était observée chez MT2 et UM2 a
150 ug/ml et AKE1 a 200pg/ml (Tableau VI).

Le test d’activité antimicrobienne de 1’acaricide RIVAFOL montre que les souches
AKEIl, EA2, MEK6, RLV et UE28 présentent une variabilit¢ de croissance aux
concentrations allant de 100 pg/ml jusqu’a 250 pg/ml, une absence de croissance chez les
souches EB1 et ES8 a 200 pg/ml et aucune croissance pour la souche UM2 (Tableau VI).

Une croissance aux différentes concentrations a était observée chez les EA2, EB1, C6,
ES8, MEK6, RLV et UE28 pour 1’acaricide BYE-BYE par contre aucune croissance n’a était
observée chez les souches AMI1R et UM2. Alors que les souches MT2 et AKEI sont
inhibées respectivement aux concentrations 150 ug/ml et 250pug/ml (Tableau VI).

La présence de I’insecticide DURSBAN aux différentes concentrations montre que les
souches de rhizobium testées présentent une croissance assez importante aux différentes
concentrations testées sauf pour la souche UM2 qui ne présente aucune croissance (Tableau

VI).

V-1- Détermination des concentrations minimales inhibitrices

Les résultats de la tolérance aux pesticides nous ont permis de déterminer les
concentrations minimales inhibitrices (CMI). Celles-ci varient de 100pg/ml a 250pug/ml pour
les cinq pesticides testés.

Les CMI les plus ¢élevées sont observées chez les souches EA2, MEK6, RLV et UE28
avec I’ensemble des pesticides. UM2 présente une faible tolérance avec une CMI<100pg/ml
pour la majorité des pesticides testés, tandis que AKE1, EB1, EC6, MT2 et ES8 montre une
CMI qui varie entre 150pg/ml et 250pg/ml (Tableau VII).
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Tableau VII: Concentrations minimales inhibitrices

Souches

AKE | AM1 | EA2 | EB1 | EC6 | ES8 | MEK6 | MT2 | RLV | UE28 | UM2
Pesticid 1 1R
AGRIVIL | 150 | >250 | >250 | >250 | 200 | 200 | >250 |>250 |>250 | >250 | <100
ARDAVO | 200 200 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | 150 | >250 | >250 | 150
RIVAFOL | >250 | 200 | >250 150 | 200 | 200 | >250 | 150 |>250 | >250 | <100
BYE-BYE | 200 | <100 | >250 | >250 |>250 |>250| >250 | 150 | >250 | >250 | <100
DURSBAN | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 [ >250 | >250 | >250|>250 | >250 | <100

Selon Shafiani et Malik (2003), les souches de rhizobium tolérent des concentrations
supérieures a 1600pg/ml de carbofuran/ml, 800pg/ml de 1’endosulfan/ml et 1600pg/ml de
malathion/ml. Ces concentrations sont supérieures a celles testées dans cette étude.

Il a était rapporter par Ben-Gweirif et al. (2005), que les souches de rhizobium isolées
de différentes régions de Benghazi montrent une similarité dans leurs sensibilités relatives aux
pesticides. Cette différence peut étre en relation avec I’humidité, le pH et la texture du sol.

Une réduction significative dans la croissance des lentilles suivant 1’application des
fongicides était probablement due aux effets nuisibles de tuberconazole sur les organes de la
plante, essentiellement la fonction des nodules, qui en conséquence diminuent la fixation de
I’azote (Ahmad et Khan., 2011).

Certaines souches de rhizobium peuvent résister a des niveaux ¢€levés en pesticide par
I’adaptation. Cependant, cette adaptation des rhizobiums aux pesticides peut étre une
modification génétique (Zahran, 1999).

La variation entre les espeéces de 1égumineuses avec la nodulation et la fixation d’azote
sous traitement des pesticides peut dépendre du type et de la dose du pesticide, 1’espece de
rhizobium et des légumineuses (Zahran, 1999).

Ahmed et Khan, (2009), rapportent que I’effet des herbicides sur les 1égumineuses et
leurs symbionte rhizobium sont contradictoire. Une réduction significative dans la croissance
des rhizobiums ¢était observée chez certains herbicides. Cependant, la croissance des
rhizobiums est seulement un aspect de la symbiose qui, aussi dépend de la formation, la
croissance et la fonction des nodules. Tout ces processus peuvent étre affectés par
I’application des herbicides qui montrent une réduction significative dans [’efficience

symbiotique et la nitrogénase.
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Conclusion et perspectives

Dans cette étude, nous avons testé les niveaux de tolérance de 11 souches de
rhizobiums nodulant Vicia faba de la région de Bejaia. En effet, ’évaluation de la
tolérance de ces souches aux différents facteurs abiotiques a été réalisée sur les deux

milieux YMA et YMB.

L’évaluation de ’effet de la température sur la croissance des souches a permis de
mettre en évidence une grande diversité de réponses. Les souches EB1, EC6 et ESS8
présentent une tolérance importante jusqu’a 34°C, tandis qu’une tolérance modérée a était
marquée pour les souches AM11R, EA2, AKEI, UE28, UM2, RLV et MEK®6. La souche

MT?2 peut survivre a la température 36°C.

L’¢tude de la sensibilité¢ des différentes souches aux sels minéraux montre une
différence de réponse entre les souches. Les souches EA2, EB1, EC6, ES8 et MT2 tolerent
jusqu’a 200 Mm de NaCl et de Na,SO4. Concernant le KCI et le K,SO,, sauf EB1, EC6 et
ES8 présentent une meilleure tolérance jusqu’a 200mM, tandis qu’en présence de MgCl, et
de MgS0,, sauf UM2 et UE28 qui sont affectées, alors que les autres souches montre une

tolérance entre 50mM et 200mM.

Le profil de tolérance des souches aux différents sels révele une meilleure tolérance
chez les souches AMI1R, MEK6 et RLV pour le MgSO, et le MgCl,, tandis qu’une
variabilité de tolérance est observé pour la plupart des souches en présence des différents

sels.

La résistance des souches aux sels métalliques montre une tolérance chez toutes les
souches vis-a-vis du cuivre, plomb, cadmium et I’aluminium. Seule la souche MEK6 est

affectée en présence du zinc.

L’antibiogramme montre que les souches ¢tudiées présentent une grande résistance
avec un pourcentage >60% pour CAZ, OX, CZ, TIC, TOB, P, ATM et AMC. La résistance
est moindre pour AK, FOX, AX, CTX, ETP, E et NA. Le taux de résistance le plus faible
est enregistré pour GEN, TE et VA.
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Conclusion et perspectives

L’étude de la sensibilit¢ des souches aux pesticides réveéle une variabilité de

tolérance. Certaines souches, a savoir EA2, MEK6, RLV et UE28 présentent une grande

tolérance jusqu’a 250ug /ml pour tous les pesticides.

En perspective, il serait intéressant de :

v

Evaluer une gamme plus large de concentrations pour les facteurs abiotiques
testés ;

Etudier I’effet de ces paramétres sur la plante hote et sur I’interaction
symbiotique ;

Faire une étude sur les mécanismes de résistance aux différents facteurs
testés ;

Caractériser des génes impliqués dans la tolérance aux différents facteurs ;

Etudier la combinaison de plusieurs facteurs sur la croissance de ces souches.
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Annexe 01 : Composition des milieux de cultures

Composition du milieu : Yeast Mannitol Agar (YMA)

Mannitol ... 10g
Extraitde levure ............coooiiiiiiiiiiii 0,4g
KoHPOy oo 0,5g
MgSOu4, THaO e 0,2g
NaCl oo e 0,1g
N . 1 15¢
HyO (QSP).eeiii 1000ml
AjusterlepH a ... 6,8

Composition du milieu: Yeast Mannitol Broth (YMB)

Mannitol ..o, 10g
Extraitde levure ...........oooiiiiiiiiiiie 0,4g
KoHPO4 v 0,5g
MgSOy4, THRO oo, 0,2g
NaCl oo 0,1g
HO (QSP).eiee e 1000ml

AjusterlepH @ ... 6,8
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Annexe 02 : Caractéres botanique de Vicia faba

Le genre Vicia comportent 146 espéces sauvages et especes cultivées dans le
monde, principalement dans les régions a climat tempéré. Seules cinq especes sont
cultivées pour leurs graines en tant que alimentation humaine ou nourriture animale. Sur la
base de la taille des graines, deux sous especes sont distinguées, a savoir paucijuga et faba.
Le type faba est divisé en var. minor avec de petites graines arrondies de 1 cm de long,
var. equina avec des graines de taille moyenne de 1,5cm et var. major avec des graines

larges et plates de 2,5cm (Schuster-Gajzag6, 2004).
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Annexe 03 : Diamétres des zones d’inhibition

Souches

AKE1 AM11R EA2 EB1 EC6 ES8 MEKG6 MT2 RLV UE28 UM2
ATB
TIC 0 10,64 0 0 0 0 16,52 0 0 0 40
AK 20,24 24,98 16,19 13,12 14,05 13,7 30,84 0 18,08 23,48 21,8
CZ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 30,98
ETP 47,74 21,07 28,46 15,89 14,9 15,66 54,86 25,33 24,69 31,04 43,08
(0). 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VA 33,4 42,82 0 28,27 28,42 28,27 51,88 23,79 34,84 35,58 37,48
E 14,64 32,62 0 25,97 25,86 25,54 52,46 18,34 2526 36,5 477
GEN 20,1 22,72 17,84 16,69 16,19 16,18 30,94 14,17 18,54 26,7 24,94
TOB 12,9 19,36 12,68 11,69 11,09 11,26 32,42 0 12,43 15,45 19,92
P 26,9 30,32 0 24,38 22.6 22,11 43,62 16,9 21,77 0 ND
NA 17,64 493 16,53 32,07 29.8 29,75 46,36 26,41 34,25 26,24 47,86
TE 65,32 56,66 24.9 4231 41,08 40,57 82,62 0 36,04 53,1 56,76
AMC 34,86 37,46 0 17,69 17,4 17,1 28,08 0 17,48 43,98 0
AX 27,74 39,94 0 25,17 23,04 25,64 43.6 9,12 16,53 30,92 0
CTX 48,98 59,64 0 23,93 244 24,58 ND 20,05 46,48 ND 0
CAZ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ATM 24,18 0 0 18,45 18,12 19,13 24,06 17,03 0 29,58 0
FOX 24,22 ND 0 13,5 12,53 13,25 ND 0 40,42 26,06 0




Résumé

L’¢étude de I’effet de la tolérance aux différents facteurs abiotiques (température, sels
minéraux, sels métalliques, antibiotiques et pesticides) sur onze souches de Rhizobium de
Vicia faba, provenant de différentes régions de Bejaia a été réalisée sur milieu YMA et
YMB. Sur I’ensemble des souches testées 27,27% présentent une tolérance plus importante
aux différentes températures.

Les taux de résistance aux différents sels sont enregistrés. Pour les sels minéraux, 81,81%
des souches présentent une bonne croissance aux différentes concentrations en MgCl, et
MgSOys, 45,45% en présence du NaCl et Na,SO,4 et 36,36% en présence du KCl et K,SOq.
Toutes les souches testées présentent une tolérance aux différentes concentrations en
métaux lourds (Cu, Pb, Cd et Al) tandis que, dans le cas du Zn, 90,90% des souches
présentent une tolérance.

Le profil de résistance aux antibiotiques révele un taux élevé pour céftazidime et oxacilline
avec 100%, céfazoline et ticarcilline avec 90,90% et tobramycine, pénicilline et aztréonam
avec 72,72%. L’effet des pesticides montre que la plupart des souches présentent une
tolérance aux différentes concentrations testées.

Mots clés : Vicia faba, Rhizobium, facteurs abiotiques, Tolérance.

Abstract

The study of the effect of tolerance to abiotic factors (temperature, minerals, metal salts,
antibiotics and pesticides) on eleven Rhizobium strains of Vicia faba, from different
regions of Bejaia was performed on YMA and YMB medium. Of all the tested strains
27.27% have a greater tolerance to different temperatures.

The rate of resistance to various salts is stored. For minerals, 81.81% of the strains
showing good growth with different concentrations of MgCl, and MgSO,, 45.45% in the
presence of NaCl and Na,SO4 and 36.36% in the presence of KCI and K;SO4. All tested
strains showed tolerance to different concentrations of heavy metals (Cu, Pb, Cd, and Al),
while in the case of Zn, 90.90% of the strains have a tolerance.

The antibiotic resistance profile reveals a high rate for oxacillin and ceftazidime with
100%, cefazolin and ticarcillin with 90.90% and tobramycin, penicillin and aztreonam with
72.72%. The effect of pesticides shows that most strains show tolerance to different
concentrations tested.

Keywords: Vicia faba, Rhizobium, abiotic factors, Tolerance.



