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I ntroduction

I ntroduction

Le sol constitue un support pour différents cycles d’ échanges d’ énergie et de transfert
de substances entre les différentes entités qui |’ abritent. Un des cycles les plus importants est
le cycle de I’azote. La fixation biologique de |’ azote S est généralement concentrée sur le

systéme symbiotique entre les [égumineuses et les rhizobiums (El hilali, 2006).

Les rhizobiums sont des microorganismes trés importants de point de vue scientifique
et agronomique en raison de leur aptitude a réaliser lafixation symbiotique de I’ azote avec les

légumineuses, qui sont d’ une importance majeure en maintien de lafertilité des sols.

La famille des Légumineuses est une des plus importantes parmi les dicotylédones.
C'est lafamille végétale qui compte le plus grand nombre d'especes utiles al'homme, qu'elles

soient aimentaires, industrielles ou médicinales.

La tribu des Genisteae, famille des Fabaceae, est essentiellement méditerranéenne
(Polhill, 1976). Elle posséde une grande importance écol ogique, non seulement pour la grande
diversité des espéces, mais auss par la colonisation des foréts dégradées et les zones

déboisées et de dominer de nombreuses communautés végétal es (Lopez Gonzélez, 2001).

Le sol algérien compte 23 especes de Genista dont 11 endémiques (Maire, 1987),
cependant, aucune recherche concernant le symbiote n’a été effectué a notre connaissance, ce

qui nous a encourageés a réaliser cette étude.

L’objectif de notre étude est la caractérisation phénotypique des bactéries
endosymbiotes de Genista numidica, a travers des caracteres morpho-culturaux, des tests
biochimiques et de I’ étude de la sensibilité et de la résistance des souches de rhizobiums vis-
avis les antibiotiques, ains que la sensihilité et la résistance des rhizobiums vis-avis les

métaux lourds.

Cette éude rentre dans le cadre de projet de recherche CNEPRU animé par |’ équipe
plante-microorganisme du laboratoire d’ écologie microbienne de I’ université de Bejaia.

-
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Chapitre | : Synthese Bibliographique

|. Fixation biologique de|'azote

L’azote atmosphérique, représentant les 80% de I'air sec, est la principale source
d’azote de la planete. Il constitue aprés |’eau, I'un des facteurs limitant de la production
végétale (Peret, 2007). La molécule de I’ azote est I'un des ééments nutritifs majeurs utilisés
par les plantes, il est un constituant important dans |’ élaboration de nombreuses molécules tels
gue : les protéines des acides nucléiques, des hormones, de la chlorophylle et divers composés

primaires et secondaires des plantes (Hopkins, 2003)

C'est le processus de la fixation biologique de I'azote qui permet de produire des
substances protéiques a partir de |'azote gazeux présent dans |'atmosphére et I'environnement.
C'est une réduction enzymatique de N2 (azote moléculaire) en azote ammoniacal, ou
ammoniac (NHs) ; cette forme d’ azote combiné, appelée intermédiaire-clé, représente la fin
de la réaction de fixation et le début de l'incorporation de |'azote fixé dans le squelette
carboné.

Ce processus de la fixation biologique de |’ azote se fait par des microorganismes qui
peuvent étre libres ou symbiotiques. En effet, les fixateurs libres vivent dans le sol et assurent
lafixation de I’ azote, qui sont principalement les bactéries aérobies (Azotobacter, Azomonas),
et les bactéries anaérobies (Clostridium...etc). D’autre part les fixateurs symbiotiques qui
vivent en symbiose avec les plantes, qui sont économiquement importantes, telles que les

rhizobiums, qui vivent au sein de nodosités spécialisées sur les racines de |égumineuses

I. Symbiose rhizobiums-légumineuses

La symbiose rhizobiums-légumineuses est le résultat d'une interaction spécifique entre
la plante et la bactérie. A |a suite de mécanismes complexes de reconnaissance entre les deux
organismes (Figure 1), via un dialogue moléculaire, la bactérie induit chez la légumineuse la
formation d'un organe spécialisé sur les racines appelé «nodule» a l'intérieur duquel la
bactérie, intracellulaire, se différencie en «bactéroide» capable de fixer I'azote
atmosphérique en le réduisant, via le complexe nitrogénase, en ammonium (Gibson et al.,
2008).

Certaines égumineuses sont également capables de former des nodules sur les tiges,

appelés « nodules caulinaires » (Giraud et Fleischman, 2004).

-
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Figure 1: Processus de nodulation (Tortora et al., 2003).
[1.1 Légumineuses

Les légumineuses (Fabacées) congtituent la troisieme superfamille par ordre
d’importance chez les angiospermes. Elles comprennent plus de 750 genres et environ 20 000
espéces de formes et types de croissance tres diversifiés. Sur la base de leurs caractéristiques
florales, les botanistes sentendent a regrouper ces especes en trois sous-familles:
mimosoideae, caesal pinioideae et papilionoideae (Doyle et Luckow, 2003).

De nombreux taxons de la famille des légumineuses sont capables de former des
associations symbiotiques avec des bactéries fixatrices d azote atmosphérique tel que la
famille des Bradyrhizobiaceae. La proportion de ces taxons varie d’ une sous-famille al’ autre,
elle est de 90% pour les Mimosoideae, 20% pour les Caesalpinoideae et 97% pour les
Papilionoideae (Merabet, 2007).

|
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Genre Genista

Le genre Genista L, comportant 87 especes, est constitué d'arbustes épineux et non-
épineux, la plupart des especes de ce genre forment des maquis sclérophylles ou des matorrals
(Martins et al., 2005). Ce genre est représenté en Europe occidentale et centrale, il est
également présent en Turquie, en Syrie et en Afrique du Nord.

En Algérie on trouve 23 especes dont 11 endémiques (Maire, 1987). |l pousse dans les
régions Nord et Sud et au grand Sahara.

Genista numidica est une plante endémique au Nord- Est Algérien. Elle fleurie du
mois de Mai au mois Juillet (Photo 1). Cette plante endémique algérienne, est commune sur
les collines du littoral de Cap Aokas jusqu’a Annaba, colonise les sols dégradés des forets de
Chéne liege et préférant une exposition Nord sur les cotes littorales en bénéficiant d’ un taux
élevé d’ humidité (Lograda, 2010).

Genista numidica est une plante qui possede des propriétés biologiques tres
intéressantes qui trouvent son application dans divers domaines a savoir la médecine, la
pharmacie, lacosmétologie et I agriculture.

L'infusion et I’ extrait flavonoide de Genista numidica est utilisé dans le traitement
des maladies provoquées par les bactéries (Escherichia coli ; Saphylococcus aureus,
Saphylococcus epidermidis ; Pseudomonas sp ; Acinetobacter), ainsi que les infections des
voies respiratoires, urinaires, des parties molles et les infections cutanées. L’extrait de
saponine est particuliérement utilisé aux infections nosocomiales (Ati, 2010).

Photo 1 : Genista numidica

)
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[1.2. Rhizobiums

Les rhizobiums ou les rhizobia furent isolés par Beijerinck en 1888 et identifiés
comme agents de la fixation d'azote. En 1889 Franck était le premier a proposer le nom de
Rhizobium.

D’un point de vue morphologique, les rhizobiums possedent une forme de batonnets
de 0,6 a 0,9 um de largeur et 1,2 a 3 um de longueur (Jordan, 1984). Ils sont a Gram négatif
strictement agérobies et non sporulant (Laranjo et al., 2002).

Ce sont des bactéries mobiles grace a un flagelle polaire ou subpolaire ou 2 a 6
flagelles péritriches (Werner, 1992). lIs proliferent facilement lorsque des milieux naturels
contiennent du mannitol comme source de carbone et de I’ extrait de levure. Sur milieu Y east
Mannitol (YM) solide, les rhizobia a croissance rapide forment des colonies circulaires,
convexes, transucides, avec un diamétre de 2 a 4 mm apres 3 a 5 jours d'incubation. Par
contre les rhizobia a croissance lente forment des colonies circulaires, opaques et tendent a
avoir une texture granuleuse. Ces colonies ne dépassent pas 1 mm de diametre aprés 5 a 7
jours d'incubation (Jordan 1984).

Les rhizobia comprennent 13 genres et 98 especes, tous classés dans les
Protéobactéries, la plupart appartiennent a la subdivision apha-Protéobactéries dans les
genres : Bradyrhizobium (Jordan, 1982); Ensifer (Chen et al., 1988) ; Azorhizobium (Dreyfus
et al., 1988) ; Rhizobium (Frank, 1889) ; Mesorhizobium (Jarvis et al., 1997), Metyl obacterum
(Sy et al., 2001) ; Devosia (Rivas et al., 2003) ; Ochrobactrum (Ngom et al., 2004) ;
Phyllobacterium (Mantelin et al., 2006) et Microvirga (Ardley et al., 2012). D’ autres rhizobia
ont &té découverts dans des béta-Protéobactéries, dans les genres Burkholderia sp (Moulin et
al., 2001) ; Cupriavidus (Vandamme et Coenye, 2004) et Shinella (Lin et al., 2008).

I11. Facteurslimitant la symbiose rhizobiums - [égumineuses

Plusieurs conditions de I’ environnement sont considérées comme étant des facteurs
limitant la croissance et I’ activité des plantes fixatrices d’ azote dans la symbiose rhizobiums
[égumineuses.

Le processus de la fixation de N2 est fortement lié a |’ éat physiologique de la plante
héte. Par conségquent, on ne s attend pas a ce qu’'une souche rhizobienne concurrente et
persistante exprime sa pleine capacité pour la fixation de |’ azote si certains facteurs (salinité,
pH, insuffisance nutritive, toxicité minérale, températures, humidité insuffisante ou excessive
du sol, métaux et certains antibiotiques...etc.) imposent des limitations a la vigueur de la

Iégumineuse hote (Zahran, 1999).

-
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[11.1 Stress hydrique

La sécheresse ou la déshydratation est un facteur abiotiqgue majeur qui conduit a la
réduction de la production agricole, due au déficit de I’eau. Les réponses des plantes a cet
effet seront par des changements cellulaires, métaboliques et moléculaires pour |’ adaptation a
ce stress. || exerce un effet trés marqué sur la quantité de I’ azote fixée car le fonctionnement
des nodules est plus sensible a cette contrainte que celui du métabolisme général de laracine
et de la tige. Le principale résultat de la sécheresse est le désequilibre métabolique et
osmotique de la plante suivit de I'expression de la croissance cellulaire et d'une
photosynthese inadéquate a cause de dioxyde du carbone limité rapidement gréce a la
fermeture du stroma (Zhang et al., 1996).

[11.2 Stressthermique

Le stress thermique induit généralement |’ expression de protéines de stress thermique
HSP (Heat Shock Proteins), qui assurent la protection des enzymes clefs de la physiologie
microbienne (Cloutier et al., 1992). L’ effet des basses températures sur les rhizobiums est
Moins rapporté par rapport aux températures élevées (Prévost et al. , 1987). Il a été rapporté
gue les températures basses extrémes inhibent I’ expression des genes nod et donc I'infection
et la nodulation (Zhang et al., 1996). A I'opposé, la tempéature élevée dfecte la
différenciation des rhizobia en bactéroides ainsi que |e fonctionnement de la nodosité (Zahran,
1999). La température optimale de la fixation dazote d'une espece bactérienne est

généralement corrélée avec latempérature de |” habitat normal de cette espece.

[11.3 Antibiotiques
111.3.1 Généralités

Les antibiotiques se définissent comme des molécules capables d'inhiber la croissance
ou méme de tuer des bactéries, sans affecter I'hote.

Plusieurs antibiotiques sont d origine naturelle, produites par des micro-organismes
tels que des B-lactamines, streptomycines, les aminosides produits par des bactéries et leur
présence massive dans le sol peuvent présenter des effets néfastes sur |’ environnement.
Concernant I’ origine anthropique, la contamination des sols par les antibiotiques peut avoir
comme origine les excréments des animaux a I’intérieur du péaturage ou le fumier utilisé

comme engrais pour les plantes cultivées, la pulvérisation des cultures telles que I’ utilisation

-
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de la streptomycine et la tétracycline sur les arbres fruitiers pour éviter la pourriture des fruits
(Gould, 2005).

Parmi |es sources de contaminations des antibiotiques on peut distinguer deux types de
Sources :

- les sources d’ émissions diffuses consécutives aux rejets de substances medicamenteuses et
de leurs dérivés dans les urines et les féces de la population humaine et des animaux de
compagnie et d’ élevage ou aux déchets des usagers.

- les sources d émissions ponctuelles liées aux rgets de I'industrie chimique fine, de
I'industrie pharmaceutique, élevages industriels des animaux et piscicoles et reets des
établissements de soins.

Comme mode d’action, les antibiotiques agissent généralement sur les enveloppes
cellulaires (paroi, membrane cytoplasmique) et sur la synthése des protéines et d acides
nucléques par des mécanismes spécifiques. Leur mode d’ action varie en fonction du type et
concentration de I’ antibiotique (EI hilali, 2006).

111.4.2 Impact des antibiotiques sur la santé et I’ environnement

a. Impact sur lasanté

Comme tous médicaments, les antibiotiques comportent quelques effets indésirables,
variables selon les molécules. La plupart sont bénins, mais quelques-uns peuvent étre sérieux,
voire graves. Les effetsindésirables varient selon les familles d’ antibiotiques, mais deux types

d effets indésirables sont communs (www.eurekasante.fr):

- Réaction alergique qui se définie comme réaction exagérée de I’ organisme contre la
substance médicamenteuse qu’il identifie comme étrangere. Cette réaction peut toucher tous
les organes, en se manifestant de différentes maniéres : démangeaisons, urticaire, éruption de
boutons, et plus rarement, éruption bulleuse potentiellement grave (des cloques se forment, la

peau se décolle).

- Les troubles digestifs, dont les antibiotiques peuvent agir de deux fagons sur ce
dernier. D’une part, certains d'entre eux ont un effet direct sur son fonctionnement, en
provoquant desnausées, des vomissements ou desdiarrhées. D’autre part, tous les
antibiotiques perturbent la flore intestinale, qu’ils détruisent de maniére plus ou moins
accentuée. L’équilibre de cette flore étant modifié, la digestion et le fonctionnement de
I"intestin sont perturbés. Cela peut provoquer desmaux de ventre, des diarrhées ou

des ballonnements.

-
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b. Impact sur I’environnement

Apres |’application excessive des antibiotiques, dans la médecine humaine et le
domaine vétérinaire, certains résidus excrétés de I’ organisme sous forme inchangée peuvent
rester actifs et perdurent plusieurs mois dans le milieu naturel ce qui présente des risques pour
I”environnement. Avec les pluies, une partie des antibiotiques emmagasinés dans le sol peut
étre transférée dans le milieu aquatique.

La présence d’ antibiotiques peut aussi affecter la qualité des eaux par contaminations
des eaux de mer, souterraine et potable, en perturbant la communauté bactérienne par leurs
activités antibiotiques, échanges de genes de résistance entre bactéries de I’ environnement des
fermes piscicoles et bactéries de I’ environnement terrestre. Ex Aeromonas, pathogenes pour
les poissons, peuvent transmettre et partager des déterminants de résistance aux antibiotiques
avec des Escherichia coli isolés chez I"homme. Les antibiotiques se concentrent dans les
chaines environnemental es par |e facteur de bioconcentration (Jones et al., 2002).

L’omniprésence des antibiotiques dans le sol affecte la symbiose rhizobiums-
Iégumineuses, par leurs effets antimicrobiens, tels que lafamille des cyclines (Tétracycline) et
des aminosides (Gentamycine) qui inhibe la synthése des protéines et de la membrane

plasmique (Zomahoun, 2004).

[11.4 Métaux lourds
[11.4.1 Généralités

Les éléments traces, appelés abusivement métaux lourds, comprennent non seulement
les métaux présents a |’ état de trace (cadmium, cuivre, mercure, plomb...etc), mais aussi des
éléments non-métalliques, comme |’ arsenic, le fluor...etc. La plupart d’entre eux sont des
oligo-éléments nécessaires ala vie en faible dose. |Is peuvent cependant se révéler trés nocifs
en guantités importantes, comme le fer (Fe), le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le nickel (Ni), le
chrome (Cr)...etc. D'autres n'ont aucune fonction biologique ou physiologique et sont
considérés toxiques méme a tres faible concentration, comme le plomb (Pb), le cadmium
(Cd), le mercure (Hg)...etc (Kurlaze, 2007; Liu, 2008).

Le cheminement pris par les métaux lourds dans |” environnement dépend de leur mode
d’introduction (rejets directs dans les rivieres, dans |’atmosphére ou sur le sol) ainsi que de

leur forme physique : solide, liquide ou gazeuse.

-
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Les métaux sont présents de fagon naturelle dans les sols, ils peuvent également étre d’ origine
naturelle via les volcans, les feux de foréts, |’ activité des sources thermales, |’ érosion et par
sédimentation des roches méres.

Les activités anthropiques sont considérées comme la source principale de nombreux
polluants disseminés dans |’environnement. Ce sont des éléments tres toxiques et non
dégradables. Ces sources principales sont :

e Mines et fonderies de métaux, exemple du traitement des métaux.

e Industries detextiles, plastiques et raffineries.

e Retombés atmosphériqueissus de I'incinération et éimination de déchets,
combustions des carburants fossiles et gaz d’ échappement automobiles.

e Utilisation desengrais, lisiers des porcs et volailles, chaulage et pesticides.

e Dépét dordures dans les solstels que les boues d épuration, tas de ferrailles et
percolat de décharges.

Les métaux lourds relévent divers mécanismes, atération de la structure des acides
nucléques par fixation de cations métalliques sur les groupements phosphates entrainant des
modifications de structure, empéchant la transcription ou la traduction des genes (Monchy,
2007), interaction avec des espéces oxygenees réactives issues des processus cellulaires
respiratoires, ce qui entraine la formation de radicaux libres qui peuvent endommager I’ADN
(mutations), les protéines ou encore les acides gras insaturés de la membrane cellulaire
(Untereiner, 2008) ainsi que I'inhibition des activités enzymatiques par fixation des cations
meétalliques sur des résidus cystéines, acide glutamique ou acide aspartique qui font partie du

site actif de plusieurs enzymes (Monchy, 2007).

111.4.2 Impact des métaux lourds sur I’environnement et I'Homme
a. Impact sur I’environnement

Les surfaces concernées par la pollution métalliqgue sont a proximité des sites
industriels. Les métaux peuvent étre soit fixés dans les roches et les sédiments, soit mobiles.
Dans le premier cas, les quantités disponibles sont infimes et ils n’ont aucune signification sur
I’environnement. Mais lorsgue les conditions changent de telle maniére que les métaux
redeviennent solubles, I’augmentation de la concentration devient alors une menace directe
pour |"environnement du fait de I’augmentation de leur disponibilité pour les plantes. En

outre, depuis quel gues années, les pluies acides augmentent la mobilité des métaux dans le sol

-
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et causent donc une augmentation de leur concentration dans les produits agricoles (Sam,
1997).

De nombreux éléments se trouvent a |’ état de traces dans des particules atmosphériques
provenant de combustions a haute température, de fusions métallurgiques, des incinérateurs
municipaux, des véhicules, etc. Les effets biologiques, physiques et chimiques de ces
particules sont fonction de la taille des particules, de leur concentration et de leur
composition. Dans I'air ambiant, on trouve de nombreux ééments, comme le plomb, le
cadmium, le zinc, le cuivre, etc., dont la concentration est d’autant plus élevée que les
particules sont fines.

Les principales sources de contamination de I'eau sont les eaux usées domestiques et
industrielles, la production agricole, les polluants atmosphériques, les anciennes décharges,
I'utilisation de substances dangereuses pour I'eau, la navigation...etc.

Les espéces aquatiques, les algues et poissons, accumulent les métaux lourds par le
processus de bioaccumulation, en rentrant dans la chaine alimentaire de I’ homme tels que le
mercure et le plomb, qui est due a la consommation excessive des pécheurs aux poissons des
eaux contaminées.

La présence des métaux lourds dans le sol perturbe le processus de la fixation
biologique de I’ azote en inhibant Ia croissance des bactéries symbiotiques, exemple du plomb,
qui inhibe les réactions métaboliques telles que les réactions enzymatiques catal ysées par les

amylases, cellulases et uréases (Doelman et Haanstra, 1979a).

b. Impact sur la santé del’Homme

L’ omniprésence des métaux lourds dans I’ environnement, engendrent un risgue sur la
santé de I'Homme. Ces polluants peuvent atteindre I'Homme par passage cutané en
provoquant des cancers de peau, par ingestion (diffusion par gradient de concentration jusqu'a
la circulation sanguine; le plomb et le cadmium peuvent prendre la place du calcium et de la
vitamine D) ou par inhalation (les vapeurs peuvent se dissoudre dans les muqueuses du
systeme respiratoire ou arriver dans la circulation sanguine par I'intermédiaire des alveoles
pulmonaires). Exemple de quel ques infections causées par certains métaux :

Le plomb provoque des troubles du systéme nerveux, affection du foie et desreins; le
cadmium provoque des affections respiratoires, troubles rénaux ; le mercure cause des
troubles du systeme nerveux (mémoire, fonctions sensorielles de coordination) ; le nickel
provoque des maladies respiratoires, asthme, malformations congeénitales, cancers et le

chrome qui cause des cancers, troubles dermatologues, anémie.

.
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|. Matérie biologique

Dans cette étude, nous avons utilisé dix (10) souches bactériennes endosymbiotes de
Genista numidica. Ces souches appartiennent a la collection du laboratoire d Ecologie
Microbienne. Une analyse génotypique, en cours, a permis de les identifiées comme
appartenant au genre Bradyrhizobium. Quatre (04) souches de références ont été également
utilisées (Tableau I).

Tableau I: Liste des souches utilisées

Souches Plante hote Origine Source
S1
S2
S3
A
S5 Collection du
6 Genistanumidica | Algérie | Laboratoired Ecologie
s7 Microbienne
S8
9
S10
Bradyrhizobium Glycine max Japon Jordan, 1982
japonicum USDAG6
Bradyrhizobium Glycine max Japon Kuykendall et al., 1992
elkanii USDA76
Bradyrhizobium Chamae cytisus lles Vinuesaet al., 2005
canariense BTA-1 canaries
Bradyrhizobium Cytisus villosus Maroc | Chahbouneet al., 2011b

cytis CTAW11
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1. Méthodes
1.1 Caractérescelulaires

L’examen a |’ état frais des suspensions bactériennes permet de mettre en évidence, la
forme ainsi que la mobilité des souches étudiées. En effet, aprés avoir homogénéisé la culture
liquide YMB (Annexe |) contenant les bactéries jeunes, nous avons pris une suspension
bactériennes et déposé sur une lame et observé sous microscope optigque au Grossissement 10
x 40 (Figure 3).

Figure 2 : Etapes delaréalisation d' un frottisal’ état frais.

Coloration de Gram

Cette technique est I’ une des méthodes de coloration les plus utilisées, car elle permet
d’identifier les bactéries Gram positif et bactéries Gram négatif (Tortora et al., 2003). Le
protocole suivi est ci-dessous :

» Un frottis fixé a la chaleur sous la hotte a flux laminaire, est recouvert par un colorant
basique le violet de Gentiane, laissé agir pendant 1min.

> Leviolet est éliminé avec le Lugol et laissé agir pendant 30 secondes.

» Aprés un lavage al’ alcool-acétone, le surplus de la solution décolorante est chassé par un
lavage al’ eau.

> Lapréparation est recouverte par la Fuchine, laisse agir durant 1 min. Aprés un nouveau
lavage a I’eau, on égoutte la lame sur du papier absorbant puis on observe a I'huile
immersion.

[1.2 Caracteres culturaux

L es souches étudiées sont cultivées sur boites de Petri contenant le milieu de culture
solide YMA (Annexe 1). Aprés incubation & 28°C pendant 10 jours, nous avons étudié la

couleur, laforme, I’ aspect et la production d’ exopolysaccharides de ces souches.

&



Chapitrell : Matériel et Méthodes

I1.3 Caractéres biochimiques
111.3.1 Test de Bleu de Bromothymol (BTB)

La capacité des souches a acaliniser ou a acidifier le milieu YMA a été évaluée par
I"addition de I’ indicateur coloré Bleu de Bromothymol a une concentration de 0,0025% (w/v)
(Annexe 1). Les boites inoculées ont éé mises en incubation a 28°C pendant 6 jours. Les
réactions ont été identifiées par le changement de la coloration du milieu. Une coloration

jaune indigue une réaction acide et une coloration bleu foncé indique une réaction basique.

11.3.2 Fermentation du lactose, du saccharose et du glucose, production degaz et d’'H2S

Lemilieu TSI (Triple Sugar Iron), nous renseigne sur la dégradation des sucres par les
souches étudiées, qui est accompagnée d’une production d acide. Celle-ci est détectée par
I’indicateur de pH, le rouge de phénol, qui en milieu basique devient rouge et en milieu acide
devient jaune. La pente de la gélose est ensemencée par stries serrés, puis le culot par pigdre
profonde et centrale. L’incubation se fait a 28°C pendant 6 jours. La lecture se fait comme
suit :

e Fermentation de glucose
» Culot rouge : glucose non fermenté
» Culot jaune : glucose fermenté
e Fermentation du lactose et/ou du sacchar ose
» Penteinclinéerouge : lactose et saccharose non fermentés
» Penteinclinée jaune : lactose et/ou saccharose fermenté&(s)
e Production degaz
» Apparition de gaz dans le cul ot sous forme de bulles.
e Formation d’'H2S

» Formation d’ une coloration noire entre le culot et |a pente ou le long de la piqUre.

11.3.3Test d’API 20 NE:

APl 20 NE (BioMérieux SA) est un systeme standardisé pour I'identification des
bacilles a Gram négatif non entérobactéries et non fastidieux, combinant (08) tests
conventionnels et douze (12) tests d'assimilation. La lecture des résultats se fait a I’aide du
tableau (Annexe 111).

&
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Ensemencement delagalerie

Apres avoir prépare les cultures bactériennes des quatorze (14) souches sur milieu YMB,
nous avons appligué le protocole comme suit :
e Remplir les cupules de suspension bactérienne a |’ aide d’ une pipette pasteur en évitant
lesbullesd’air.
e Remplir les tubes et cupules des tests GLU, ARA, MNE, MAN, NAG, MAL, GNT,
CAP, ADI, MLT, CIT et PAC en veillant a crée un niveau horizontal ou |égérement

convexe.
e Enfin remplir d’'huile de paraffine les cupules des trois tests soulignés (GLU, ADH,
URE) pour former un meénisque convexe.

e Refermer laboite et incuber a 28°C pendant 6 jours.

I1.4 Etudedelasensibilité et delarésistance des souches aux antibiotiques

La sensibilité et |a résistance des souches de rhizobia aux antibiotiques sont évaluée
par la méthode de I’ antibiogramme standard par diffusion sur gélose YMA. Les boites sont
ensemencées par écouvillonnage a partir des suspensions des pré-cultures préparées
précédemment & raison de 108 cellules bactériennes/ml déterminé par comptage alacellule de
Malassez. Les disques d antibiotiques sont déposeés sur la surface de la gélose al’aide d’une
pince.

La sensibilité des souches étudiées aux quatre (04) antibiotiques testés (Tableau 1) est
déterminée selon les recommandations établie par le Comité d’ antibiogramme de la Société

Francaise de Microbiologie (Beaucaire, 2002).

Tableau |l : Les charges et diamétres critiques des antibiotiques testés

Antibiotiques | Symboles | Charges Diamétrescritiques (mm) Familles
Sensible (S) | Résistant (R)
Gentamycine Gen 10 nug >18 <16 Aminosides
Oxacilline Ox Sug >20 <18 Tétracyclines
Tétracycline TE 30U1 >19 <17 Tétracyclines
Erythromycine E 15ug >22 <19 Macrolides

=
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1.5 Etude dela sensibilité et delarésistance des souches aux métaux lourds

Cetest a été conduit pour évaluer la capacité des souches a résister aux métaux lourds.
Quatre (04) métaux lourds ont été testés (Tableau 111) sous forme de sels hydrosolubles sont :
le zinc (ZnSO4, 7H20), le plomb (Pb(OOCH?3)., 3H20), le cadmium (3CdSO4, 8H20) et le
cuivre (CuSOg4, 5H20).

Les concentrations ont été choisies selon les éudes faites par Abou-Shanab et al.,

(2007).
Tableau |11 : Volumes et concentrations des métaux utilisés.
oncentrations et Cs Vo Vm Vs Co
volumes | (pg/ml) (ml) (ml) (ml) (ng/ml)
M étaux lourds

50 0.075 149.925

100 0.15 149.85
Sulfatede zinc 200 0.30 149.70 150 100x10°

(ZnS04, TH20)

400 0.60 149.40

50 0.25 149.75

Acétate de plomb 100 0.5 149.50
(Pb(OOCH23)2, 200 1 149 150 30x10°

3H20) 400 2 148

25 0.375 149.963

Sulfate de 50 0.75 149.925
cadmium 100 15 149.85 150 10x10°

(3CdS0O4, 8H20) 200 3 147

12.25 0.0375 149.963

Sulfate de cuivre 25 0.075 149.925
(CuS0O4, 5H20) 50 0.15 149.85 150 50x103

100 0.30 149.70

Ct = Concentration finale du métal. Vo = volume de la solution mére (métal). Vm = volume du
milieu. V¢ = Volume finale du milieu. Co= Concentration des solutions mere.

A partir des solutions initidles de métaux lourds, des volumes bien définis sont
prélevés et gjoutés a un volume de gélose YMA, afin d’avoir un volume final de 150 ml. Les
boites sont ensemencées en spot a raison de 10ul (10%cellules bactériennes/ml déterminé par

comptage ala cellule de Malassez) sur les différents milieux.
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Apres incubation a 28°C pendant 6 jours. La présence ou absence de croissance est
notée pour chague souche et pour chague concentration de métaux.

Pour déterminer et évaluer la sensibilité des souches, nous avons calculé les
concentrations minimales inhibitrices en tenant compte des travaux fait par Abou-Shanab et
al., (2007), présenté dansle Tableau IV.

Nous considérons que les souches étudiées qui poussent a des concentrations

supérieures aux valeurs critiques sont résistantes.

Tableau IV : Les concentrations critiques exprimant larésistance ou la sensibilité aux
métaux lourds (Abou-Shanab et al., 2007).

M étaux Concentration (ug/ml)
Cd 112,41
Zn 65,38
Cu 63,50
Pb 207,20

&
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|. Caractérescdlulaires

L'observation microscopique des suspensions bactériennes, agées de 6 jours, montre que
les souches sont des batonnets aux extrémités arrondies et mobiles (Photo 2). La coloration de

Gram aconfirmé leur appartenance aux bactéries Gram négatif (Photo 3).

&
Photo 2 : Observation microscopique de la souche $4, prise comme exemple, sous microscope
optique al’ état frais (Grossissement 10 x40).

/|

Photo 3 : Résultats de la coloration de Gram de la souche $4, prise comme exemple,
(Grossissement 10 x100).

II. Caractéres culturaux
Apres ensemencement et incubation des souches a 28°C pendant 6 jours, nous avons
obtenu des colonies de formes arrondies, de couleur beige, opagues, dépourvues

d’ exopolysaccharides et d’ un aspect lisse et bombé (Photo 4).
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L’ apparition des colonies apres 6 jours d’ incubation suggere que ces bactéries sont a
croissance lente (Jordan 1982, 1984). Ceci confirme les résultats préliminaires de |’ analyse

génotypigue en cours.

Photo 4 : Aspect des colonies, exemple des souches S9 et S2, obtenues sur milieu Y MA.

[11. Caractéresbiochimiques
[11.1 Test du Bleu de Bromothymol (BTB)

Le bleu de Bromothymol est un indicateur coloré qui permet de mettre en évidence une
réaction acide ou basique dans une gamme de pH qui S étend de 6 a 7,6. Une réaction acide se
traduit par le changement de la coloration du bleu vers au jaune. Par contre une réaction acaline
setraduit par le renforcement de la coloration bleue.

Dans notre cas toutes |es souches testées alcalinisent le milieu a I’ exception de la souche
S9 qui aacidifiéele milieu YMA additionné de BTB (Photo 5).

Cette acainisation du milieu suggere |’appartenance de ces souches au genre
Bradyrhizobium a croissance lente. Toutefois, des souches de Bradyrhizobium & réaction acide

ont été rapportées par Moreiraet al., (1993).

Photo 5 : Résultats de réaction des souches S9 et S3 en milieu YMA+BTB.
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[11.2 Fermentation du lactose, du sacchar ose et du glucose, production de gaz et d’H2S

Apres ensemencement et incubation des souches sur milieu TSI, aucune souche y
compris les souches de références ne fermente ni le lactose, ni le saccharose, ni le glucose et

aucune production du gaz et de H>S ne s est produite (Tableau V et Photo 6).

Tableau V : Résultats des souches au test de fermentation du lactose, du saccharose et
du glucose, production de gaz et d'H»S.

Pente Culot
L es souches L actose/Sacchar ose Glucose Gaz H2S
s1 : : - :

BBLERRYBK

S10 - - - -
B.japonicum - - - -
USDAG6

B.canariense = - = -
BTA-1

B. cytisi - - - -
CTAW11

B. elkanii - - - -
USDA76

Photo 6 : montrant la réaction négative des souches (exemple S1) au test de fermentation
du lactose, du saccharose et du glucose, production de gaz et d’ H»S.

I11.3Test d’API 20 NE

Les résultats obtenus des galeries APl 20 NE sont présentés dans le Tableau V1.
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4 Testsconventionnels

Apres ensemencement et incubation a 28°C pendant 6 jours, deux réactifs nitrate | et
nitrate 11 (Annexe 1) ont é&é goutés a la cupule de NOs. Toutes les souches y compris les
souches de références possedent le nitrate réductase.

Aucune production d’indole a partir du tryptophane pour toutes les souches testées y
compris les souches de références. Ce résultat confirme les résultats obtenus par Boulila (2002).

Concernant la fermentation du glucose, elle est observée uniguement pour la S8 indiqué

par la couleur jaune sur le milieu.

Le test de recherche d enzyme arginine dihydrolase montre que toutes les souches la
possedent, sauf S7, B. cytiss CTAW11 et B. elkanii USDA76.

Toutes les souches testées y compris les souches de références possedent |'uréase en

diffusant la couleur rose.

La couleur noir du test ESC est expliqué par I’hydrolyse de 1’esculine par les [-
glucosidase, a été observée pour toutes les souches y compris les souches de références, a
I’ exception de Bradyrhizobium cytiss CTAW11.

Le test de recherche de |a protéase, montre que les souches S1, S2, S3, $4, S5, S9, S10,
B. canariense BTA-1 et B. elkanii USDA76 possedent cette enzyme par la diffusion de pigments
noir. Cependant elle est absente chez les souches S7, S8, B. japonicum USDAG et B. cytis
CTAWI11L

Toutes les souches testées y compris les souches de références ne possédent pas la -
galactosidase, contrairement aux souches $4, S6, B. canariense BTA-1 et B. elkanii USDA76

qui le possedent en donnant une couleur jaune (Photo 7).
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& Testsd assimilations

Le test d assimilation des sucres montre une bonne assimilation du glucose, mannose,

mannitol, et potassium gluconate (Photo 7).

Concernant les autres sucres, une variabilité de résultats est observée chez la plupart des
souches. En effet, |’ arabinose est assimilé par toutes les souches a I’ exception de B. canariense
BTA-1. Alors que le glucose, le mannitol et e mannose sont assimilés par toutes les souches. Le
maltose est assimilé par toutes les souches, al’ exception des souches S6, B. cytiss CTAW11 et B.

canariense BTA-1.

Concernant I’ assimilation de N-acétyl- glucosamine, la majorité des souches y compris la
souche de référence I’ assimile a |’ exception de S7, B. cytiss CTAW11, B. japonicum USDAG et

B. canariense BTA-1.

Aucune assimilation d’acide caprique n’est observée chez toutes les souches testées y

compris les souches de références.

Absence d’ assimilation d’ acide adipique chez la majorité des souches 'y compris celles de
références, sauf chez les souches S7, B. japonicum USDAG et B. elkanii USDAT76.

Nous constatons également absence de I’ assimilation d acide phénylacétique, sauf pour
les souches S6, S8 et B. elkanii USDA76.
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V. Etude dela sensibilité et dela résistance des souches aux antibiotiques

Aprésincubation des cultures bactériennes, |les différents diamétres des zones d’ inhibition

obtenus sont mesurés autour des disques d’ antibiotiques (Tableau V1I).

La lecture des tests est faite selon les critéres définis par le comité de I’ antibiogramme de

la société Francaise de Microbiologie (CA-SFM, 2010).

Tableau VI : Diametres des zones d’ inhibition des antibiotiques utilisées en (mm).

Souches | S1 | S2 | S3 | S4 | Sb | S6 | S7 | S8 | 9 | S10 | B.j| B.c | B.cy | B.d
TétA rTaI?:ycI ine 38| 25|30|50 |4 |20|38| 0 |40|30)|30| 30 0 5
Erythromycine | 25| 10| 0 |30 O | O | 25| 5| 0 | O | O 10 0 0
Oxacilline o,o0;,o0(0|l0O0O,0|]0O0O]O|5]0]0O0 0 40 0
Gentamycine 201 22| 20| 24|22 | 15| 20| 20 | 16 | 20 | 15 | 28 20 14

Les résultats d’ antibiogramme réaliseés sur quatorze (14) souches avec quatre (04) antibiotiques

montrent une résistance variable d’ une souche a une autre (Tableau V111 et Photo 8).

Tableau VIII : Sensibilité et résistance des souches étudiées aux antibiotiques.

Souches | S1 | S2 | S3 | A | S5 | S6 | S7 | S8 | S9 | S10 | B.j| B.c | B.cy | B.d
TétArTaI?:ycline S|S|S|S|S|S|S|R|S|S|SsS S R R
Erythromycine | S | R R R R R S| R|R R R R R R
Oxacilline R|IRIR|RIR|IR|IR|R|R|R|R R S R
Gentamicine S| S| S| S|S|R|S|S]|I S| R S S R

R : Résistant S: Sensible | : Intermédiaire

En effet, les souches isolées de Genista numidica y compris les souches de références,
présentent une résistance bien marquée a la oxaciclline (92,85%) et érythromycine (85,71%). La
tétracycline qui est un inhibiteur de la synthése des protéines et de la membrane plasmique
présente une action trés importante puisque seulement (21.42%) des souches lui sont résistantes.
Il est de méme pour la gentamycine uniquement (28.57%) des souches lui sont résistantes
(Figure 3).

Il a été rapporté que les antibiotiques de la famille des aminosides tel que gentamycine

inhibent la synthése proté ques des bactéries (Zomahoun, 2004).
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Figure 3 : Pourcentage de résistance des souches testées vis-a-vis | es antibiotiques.
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Photo 8 : Résistance et sensibilité de certaines souches vis-a-vis les antibiotiques (S1, S2,

B. japonicum USDAG6, B. canariense BTA-1.
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V. Effet des métaux lourds sur la croissance des souches

Les résultats obtenus (Tableau IX) montrent une hétérogénéité de réponse des souches
vis-a-vis des métaux lourds étudiés (Photo 9, p29). Toutefois la croissance différe en fonction de

|la souche, du métal et de la concentration considérée.

Dans le cas du zinc, nous remarquons gque (50 %) des souches ne croissent pas a partir
des concentrations de I’ ordre de 50 pg/ml (Figure 4, p28). Seules les souches S3, $4, S5, S8 et B.
canariense BTA-1 sont capables de croitre a 50 pg/ml, cependant leur croissance diminue en
fonction de I’augmentation des concentrations. B. japonicum USDAG est |a seule souche qui
pousse dans toutes |es concentrations testées du zinc.

En ce qui concerne le plomb, seulement (42.85%) des souches se développent sur un
milieu contenant 50 pug/ml de ce métal (Figure 5, p28). Cependant B. japonicum USDAG est, la

aussi, lasouche qui pousse d’ une fagon tres importante en sa présence.

Aucune croissance n'a été possible pour toutes les souches testées en présence du

cadmium.

Pour le cuivre, la plupart des souches poussent a toutes les concentrations testées (Figure
6, p28), al’ exception des souches S7, S9, S10 et B. cytiss CTAW11.




Chapitrelll : Résultats et Discussions

Tableau | X : Croissance des souches testées en présence de différentes concentrations aux

métaux lourds (ug/ml).

> c c © g - o o % N~
1P N o |85 |8 | 25|45
= 3|3 | & | B | B | B B D |od |02 |65 | a3
50 - - + + + - - + - - + + - +/-
= | 100 - - + + + - - +- | - - + - - -
N
2120 [ - | - | H-[H-[H-| -] -] - -] - + - - -
N
400 - - - - - - - - - - + - - -
50 + - + + + + - - - - + - - +/-
é-:, 100 + - + + + - - - - - + - - -
o)
£ 200 - - |- - -] - - - - - + - - -
o
400 - - - - - - - - - - - - - -
25 - - - - - - - - - - - - - -
5=}
5
I= 100 - - - - - - - - - - - - - -
3
O | 200 - - - - - - - - - - - - - -
1225 | + + + + + + - + - - + + + +
@ 25 + + + + + + - + - - + + - +
)
S 50 + + + + + | +H-| - + - - + + - -
3
100 + + + + + | -] - + - - + + - -

(+) : croissance

(+/-) faible croissance

(-) : absence de croissance.
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Figure4 : Taux de croissance de souches testées au zinc (Zn).
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Figure5: Taux de croissance des souches testés au Plomb (Pb).
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Figure 6 : Taux de croissance des souches testées au cuivre (Cu).
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Photo 9: Croissance de certaines souches en présence de différents métaux lourds.
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V1. Détermination des concentrations minimalesinhibitrices des métaux lourds

Les résultats de la recherche des concentrations minimales inhibitrices sont présentés
dans le tableau X.

La plupart des souches isolées de Genista nhumidica présentent une CMI inférieure a 50
pg/ml pour le zinc et le plomb, a I’ exception des souches S3, $4, S5 et B. japonicum USDAG.
Ces valeurs sont inférieures a celles obtenues par Abou-Shanab et al., (2007) avec des CMI
respectivement de 65.38 pg/ml et 207.20 pg/ml.

Les valeurs de CMI de cadmium sont inférieures a 25 pug/ml  pour toutes les souches
étudiées y compris les souches de références. Cette valeur est inférieure a celle trouvée par
Abou-Shanab et al., (2007) qui avait donné une CMI de 112.41 pg/ml.

Dans le cas du cuivre, la plupart des souches ont une CMI supérieure a 100 pg/ml comme
B. japonicum USDAG6 et B. canariense BTA-1. Seules les souches S7, S9 et S10 sont tres
sensibles au cuivre avec une CMI inférieure a 12.25 pg/ml. Cette valeur est supérieure a celle
trouvée par Abou-Shanab et al., (2007) avec une CMI de 63.50 pg/m.

Un excés de zinc et de plomb exercent un effet inhibiteur non seulement sur la croissance
des rhizobiamais aussi sur leur efficience atravers la perte des plasmides symbiotiques (Giller et
al., 1998).

Le cadmium et le cuivre sont connus comme éant néfastes aussi bien pour les
microorganismes symbiotiques que pour I’ éablissement de la symbiose (Gusmao-lima et al.,
2005).
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Tableau X : Concentrations minimales inhibitrices des souches testées vis-a-vis des métaux

lourds
M étaux
Souches Zn Pb Cd Cu
S1 <50 200 <25 > 100
S2 <50 50 <25 >100
S3 400 400 <25 >100
A 400 400 <25 > 100
S5 400 400 <25 > 100
S6 <50 100 <25 > 100
S7 <50 <50 <25 <12.25
S8 200 <50 <25 >100
S9 <50 <50 <25 <12.25
S10 <50 <50 <25 <1225
B. japonicum > 400 400 <25 > 100
USDAG6
B. canariense 100 <50 <25 >100
BTA-1
B. cytis <50 <50 <25 25
CTAW11
B. ekanii 100 100 <25 50
USDA76

L es concentrations sont exprimées en ug/ml. Zn : Zinc, Pb : Plomb, Cd : Cadmium, Cu :Cuivre.




Chapitrelll : Résultats et Discussions

VIl. Etudedela sensibilité et delarésistance des souches aux métaux lourds
Lesrésultats de la sensibilité et de larésistance sont présentés dans le tableau X et figure 7.

Dans le cas du zinc (50%) des souches lui sont résistantes, ce taux de résistance est
inférieur a celui obtenu (100%) par Abou-Shanab et al., (2007).

En ce qui concerne le plomb, seulement (28.57%) des souches résistent a ce meétal.

Le cadmium est le métal le plus toxique inhibant (100%) des souches étudiées y compris

celles deréférence.

La plus forte résistance est observée dans le cas du cuivre dont (64.28 %) des souches lui
sont résistantes, ces résultats sont inférieurs a ceux obtenus par Abou-Shanab et al., (2007) et qui
est de (98%). L’ ordre de toxicité des métaux a été jugé selon les résultats obtenus comme suit :
Cd >Pb>Zn> Cu.

Angd et al., (1993) ainsi que Tong et Sadowsky (1994) ont rapporté que les souches de
rhizobia sont plus résistantes au métaux lourds puisqu’ elles ont la capacité d’ alcaliniser le milieu
et rendre ainsi les métaux moins disponibles dans leur environnement. Cependant, une grande
variabilité de résistance a différents métaux lourds a été observée entre les souches appartenant a

la méme espece Bradyr hizobium japonicum USDAG (Kinkle et al., 1987).

Résistance aux métaux lourds

100
90
80
70 64,28
60
50
40
30
20
10 0

50

%

28,57

métaux lourds
zn pl cd cu

Figure 7 : Pourcentage de résistances des souches étudiées
aux différents métaux lourds.
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Tableau XI : Sensibilité et résistances des souches étudiées aux métaux lourds

S7 S S
S8 S R
S9 S S
S10 S S
B. japonicum S R
USDAG6
B. canariense S R
BTA-1
B. cytis S S
CTAW11
B. elkanii S S
USDA76
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VII1. Résistance combinée des rhizobiums aux antibiotiques et aux métaux lourds

Les résultats de la combinaison de la résistance aux antibiotiques et aux métaux lourds sont
présentés dans le tableau XI1. Ces résultats montrent que la plupart des souches sont résistantes
au méme temps aux antibiotiques et aux métaux lourds. Cependant S7, S9, S10 et B. cytis

CTAW11 présentent une résistance uniquement aux antibiotiques.

Les souches S3, $4, S5, isolées de Genista numidica sont celles qui présentent un profil le
plus important de résistance aux antibiotiques et aux métaux lourds. Ces souches pourraient étre

intéressantes pour un éventuel projet de bioremédiation des sols.

Tableau XI1 : Phénotypes de résistance des souches aux antibiotiques et aux métaux

lourds.
Souches Antibiotiques | Métaux lourds
S1 OX Pb, Cu
2 E, OX Cu
S3 E, OX Zn, Cu, Pb
A E, OX Zn, Cu, Pb
S5 E, OX Zn, Cu, Pb
S6 E, OX, Gen Cu
S7 OX 0
S8 E, OX, TE Zn, Cu
9 E, OX 0
S10 E, OX 0
B. japonicum E, OX, Gen Zn, Cu, Pb
USDAG6
B. canariense E, OX Cu
BTA-1
B. cytisi E, TE 0
CTAW11
B. elkanii E, OX, TE, Gen Cu
USDA76




0¢

Tableau VI : Résultats de galerie APl 20 NE

Tests S1 2 S3 A S5 S6 S7 S8 S9 S10 B.japonicum B.canariense  B.cytis B.elkanii
USDAG BTA-1 CTAW11  USDA76
NO3z + + + + + + + + + + + + + +
TRP - - - - - - - - - - - - - -
GLU - - - - - - - + - - - - - -
ADH + + + + + + - + + + + + - -
URE + + + + + + + + + + + + + +
ESC + + + + + + + + + + + + - +
GEL + + + + + +/- - - + + - + - -
PNPG - - - + - +/- - - - - - + - +
GLU + + + + + + + + + + + + + +
ARA + + + + + + + + + + + - + +
MNE + + + + + + + + + + + + + +
MAN + + + + + + + + + + + + + +
NAG + + + + + - - + + + - - - +
MAL + + + + + - + + + + + - - +
GNT + + + + + + + + + + + + - +
CAP - - - - - - - - - - ; - ; :
ADI - - - - - - + + - - + - - +
MLT + + + + + - - + + + + - - +
CIT + + + + + - - + + + - - - -
PAC - - - - - + - + - - - - - +




o

B

Photo 7: Résultats de la souche $4, prise comme exemple, au test APl 20 NE systeme en présence d’ un témoin négatif.
A Avantletest B: Aprésletest
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Conclusion et per spectives

Dans le cadre de cette éude, nous avons évalué la caractérisation phénotypique de dix
(10) souches nodulant Genista numidica et quatre (04) souches de références a travers

plusieurs caracteres cellulaires, culturaux, physiologiques et biochimiques.

L’ apparition des colonies des souches éudiées apres 6 jours d’'incubation a 28°C,
suggere leur appartenance au rhizobia a croissance lente. Les caractéristiques morphol ogiques

et cellulaires répondent aux critéres des rhizobia connus dans la littérature.

Les résultats de |la caractérisation biochimique montrent que tous les isolats produisent
une réaction d’ alcalinisation sauf pour la souche S9 qui a montré une réaction d’ acidification
en milieu YMA+ BTB. Concernant le test de la fermentation du lactose, du saccharose et du

glucose, production de gaz et d’'H»S, les isolats testés ont révélé des résultats négatifs.

L’évaluation de la résistance des souches étudiées aux antibiotiques montre une
résistance vis-avis de I’ oxacilline (92,85%) et I’ érythromycine (85,71%), contrairement a la

gentamycine et tétracycline d' un taux de résistance respectivement (28.57%) et (21.42%).

Concernant la résistance aux métaux lourds les résultats montrent différents niveaux
de résistance chez les souches étudiées vis-avis du zinc (50%), du plomb (28.57%), du
cadmium (0%) et du cuivre (64.28%).

L’ ordre de la toxicité des métaux a été jugé selon les résultats que nous avons obtenus

comme suit : Cd > Pb > Zn > Cu.

Les souches S3, $4, S5 isolées des nodules racinaires de Genista numidica présentent
le profil le plus important dans la résistance aux antibiotiques et aux métaux lourds. Ces
derniéres pourraient étre intéressantes pour un éventuel projet de bioremédiation des sols

contaminés.
En perspectives, il serait intéressant de:

- Etudier le comportement de résistance des rhizobiums en présences d autres

antibiotiques et d’ autres métaux lourds.

v



Conclusion et Perspectives

Etudier le comportement de ces souches vis-avis de différents facteurs abiotiques
tels que le stress hydrique, stress salin, stresse thermique et acidité et alcalinité du
sol.

Caractériser la nature des génes de résistance afin d’ acquérir des informations sur
le patrimoine génétique de la résistance aux antimicrobiens dans les sols.

Faire une étude sur le mécanisme de résistance aux antibiotiques et aux métaux
lourds chez les rhizobiums afin d’évaluer leur utilisation potentielle dans la

fertilisation des écosystémes pollués.

*
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Annexe | : Composition des Milieux de Cultures

Yaest — Mannitol Broth (YMB) (Vincent, 1970)

1Y/ F= T 1 o 109
Extrait delevure ... 049
2 [ = O 059
MQSO4, 7 H20 ..ot 0,29
N = 1 S 01g
Eau distilléeqsp ...coovvveeereeieeeeee e 1000 ml

pH ajusté 26,8

Yaest —Mannitol Agar (YMA) (Vincent, 1970)

MaNNITOL ... 10g

EXtrait delevure ... 049
K2HPOA ...ttt 059
MQ SO4, TH20......ccoieeeieeieeee et 0249
NACH .. s 01lg
AGAI e 159

EaU distillé, ....ooeeeeeeeeeeee s 1000 ml

pH gjusté 46,8

b - Milieux utilisés pour la caractérisation biochimiques

Préparation dela solution du BTB

Méanger 0,59 de BTB dans 100ml d’ éthanol, puis stériliser le mélange par filtration.

Conserver cette solution a4°C. Ajoutez 5ml de la solution dans 1 litre de Y EM préal ablement
stérilise. La concentration finale du BTB dans le milieu est de 25ppm (El hilali, 2006).

Géose TS
Extrait deviande de boeUf.........cccoveveeiiieiice e 39
EXtrait delevure ... 39

PEPLONE trYPSIQUE ... 209
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Chlorure de SOdium ........cccceceveerice e 59
CIrate fEITIQUE ..o 0,3¢g
Thiosulfate de sodium ........ccccooeeieniinieneeeee e 0,39
LACIOSE ..ottt e s 109
GlUCOSE ...ttt st 19
SACCHAIOSE ...t e 109
Rouge de phénol .........cccoovieieiinineeeeee e 0,05¢g
AGAE e 129
pH gjustéa 7,4
Annexell : Composition des réactifs
Réactif de Griess| (Nitratel)
Acide parasulfanilique.........cccceeeveeveeiesceceee e 849
ACIde aCEliQUE BN ......eeeeeeeee e 11
Réactif de Griess|1 (Nitrate Il)
O-NAphtylamine...........ooccveieiiieiiieeeeeecee e 6¢g
ACIde aCElIQUE BN .....eeeeeeee e 11
Réactif de Kovacs
AlCOOl aMYIQUE ... 59
Paradiméthylamino-benzaldéhyde .............ccccveeeneee 75 mi
HCT PUI e 25 ml



Annexelll : Composition delagalerie APl 20 NE

Résultats
Tests Composants actifs QTE RéactionsEnzymes — __
(mg/cup) Négatif Positif
Réduction de Nitrates en nitrites N1+N2/5min
Incolore ‘ Rose-jaune
NOs Potassium nitrate 0.136 Réduction de Nitrites en azote Zn/5min
Rose | Incolore
JAMES/immediat
TRP L-tryptophane 0.2 Formation d’'indole (Tryptophane) Incolore Rose
vert pale/jaune
GLU D-glucose 1.92 Fermentation (GLUcose) Bleu avert jaune
ADH L-arginine 1.92 Arginine DiHydrolase Jaune Orange/rose/rouge
URE Urée 0.76 UREase Jaune Orange/rose/rouge
ESC Esculine 0.56 Hydrolyse (B-glucosidase) (ESCulline) Jaune Gris/maron/noir
citrate de fer 0.072
Gélatine 0.6 Hydrolyse (protéase) (GEL atine) Pas de Diffusion du
GEL (origine bovine) diffusion du pigment noir
pigment
PNPG 4-nitrophényl-BD- 0.22 B-galactosidase (Para-Nitro-Phényl- fD- Incolore jaune
galacopyranoside Galactopyranosidase)

GLU D-glucose 1.56 assimilation (GLUcose) transparence trouble
ARA L-arabinose 14 assimilation (ARAbinose) transparence trouble
MNE D-mannose 14 assimilation (ManNosE) transparence trouble
MAN D-mannitol 1.36 assimilation (MANnitol) transparence trouble
NAG N-acétyl-glucosamine 1.28 assimilation (N-Acétyl Glucosamine) transparence trouble
MAL D-maltose 14 assimilation (Maltose) transparence trouble
GNT Potassium gluconate 1.84 assimilation (potassium GlucoNate) transparence trouble
CAP Acide caprique 0.78 assimilation (acide CAPrique) transparence trouble
ADI Acide adipique 112 assimilation (acide ADIpique) transparence trouble
MLT Acide malique 1.56 assimilation (MalLaTe) transparence trouble
CIT Trisodium citrate 2.28 assimilation (trisodium Cl Trate) transparence trouble
PAC Acide phénylacétique 0.8 assimilation (acide Phényl ACétique) transparence trouble




Résumé
Dix souches bactériennes endosymbiotes de Genista numidica ont été étudiées d' un
point de vue phénotypique a savoir, caracteres cellulaire, culturaux et tests biochimique, ainsi
gue la résistance aux antibiotiques et aux métaux lourds. Quatre (04) souches de références
ont été prisent en considération a titre de comparaison, ce sont Bradyrhizobium japonicum

USDAG6, Bradyrhizobium canariense BTA-1, Bradyrhizobium cytiss CTAW1let
Bradyrhizobium elkanii USDA76.

La caractérisation cellulaire, culturale et biochimique répond aux criteres
fondamentaux des Bactéries Nodulant les légumineuses (BNL). L’ évaluation de la résistance
des isolats aux antibiotiques montre une résistance vis-avis de |'oxacilline (92.85%) et
I’ érythromycine (85.7%). Quant a la résistance des souches aux métaux lourds I’ évaluation
montre différents niveaux de résistance chez les souches étudiées vis-avis ducuivre (64.28%),
du zinc (50%), du plomb (28.57%) et du cadmium (0%).

Les souches S3, $4 et S5 représentent le profil le plus important de la résistance aux
antibiotiques et aux métaux lourds éudiées. Ces derniéres pourraient jouer un réle dans la
bioremédiation et le maintien de lafertilité des sols.

Mots clés: Genista numidica, caractérisation, rhizobia, bioremédiation, antibiotiques, métaux
lourds.

Abstract

Ten bacterial strains endosymbiotes of Genista numidica were studied for
phenotypical cellular characters, cultural and tests biochemical, as well as resistance to
antibiotics and heavymetals. Four (04) bacteria strains of references were used as
comparison, they are Bradyrhizobium japonicum USDAG, Bradyrhizobium canariense BTA-
1, Bradyrhizobium cytiss CTAW11 and Bradyr hizobium elkanii USDAT76.

The cdlular, cultura and biochemical characterization reveled a fundamental
criteria of the nodulant bacteria. The evaluation of the resistance of the isolates to antibiotics
shows a resistance for oxacilline (92.85%) and érythromycine (85.7%). As for the resistance
of the bacterialstrains to heavymetals the evaluation shows variouslevels of resistanceat the
bacterialstrainsstudiedwith respect to copper (64.28%), of zinc (50%), lead (28.57%) and
cadmium (0%).

Thebacteria strains S3, $4 and S5 represent the most important profile of resistance
to antibiotics and heavy metals. These last could play arole in the bioremediation and the
maintenance of the fertility of the soils.

Key words. Genista numidica, characterization, rhizobia, bioremediation, antibiotics,
heavymetals.
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