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Résumé

Résumé

Les Rhizobia sont des bactéries symbiotiques fixant I’azote dans les nodules racinaires
des légumineuses principalement, elles sont souvent cultivées dans des régions arides et semi-

arides.

Cette etude a porté sur la caracterisation phénotypique et culturale de quatorze souches
de Rhizobia associées a Vicia faba. L qui ont été collectées et isolées de différentes régions de
la wilaya de Tlemcen. La sensibilit¢ aux antibiotiques a été réalisée par la méthode de

diffusion sur gélose.

Les résultats ont montré que ces bactéries constituaient un groupe distinct a la fois des
Rhizobia a croissance rapide et d’autres a croissance lente. En ce qui concerne la sensibilité
aux antibiotiques, certaines souches de Rhizobium ont présenté une forte sensibilité vis-a-vis
de certains antibiotiques tandis que d’autres peuvent étre résistantes en raison de leur diversité

génétique.

Les mots clés : Rhizobium, légumineuses, symbiose, feve, fixation d’azote, sensibilité aux

antibiotiques.



Résumé

Summary

Rhizobia are symbiotic nitrogen-fixing bacteria in the root nodules of legumes mainly,

they are often grown in arid and semi-arid regions.

This study focused on the phenotypic and cultural characterization of fourteen
Rhizobia strains associated with Vicia faba. I which have been collected and isolated from
different regions of Tlemcen wilaya. Antibiotic sensitivity was achieved by the agar diffusion

method.

The results showed that these bacteria constituted a distinct group of both fast-growing
and slow-growing Rhizobia. In terms of antibiotic susceptibility, some strains of Rhizobium
have shown high susceptibility to certain antibiotics while others may be resistant due to their

genetic diversity.

Keywords: Rhizobium, legumes, symbiosis, faba bean, nitrogen fixation, antibiotic

sensitivity.
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Introduction

Introduction

Le sol sert de support pour divers cycles d’échanges d’énergies et de transfert de
substances entre les organismes qui y vivent, avec le cycle de 1’azote étant I’un des plus
importants (Marot-Gaudry, 1997). Dans le processus symbiotique, les microorganismes
transforment l'azote atmosphérique en ammoniac grace a I'enzyme nitrogénase, fournissant
ainsi un nutriment essentiel a la plante héte. Le genre Rhizobium est particulierement connu
pour son association avec les légumineuses, permettant la fixation de I'azote atmosphérique
(Rajasundari, 2009).

Bien que les biologistes aient souvent des avis divergents sur la définition du terme
symbiose, on peut la décrire comme une association étroite et mutuellement bénéfique entre
deux organismes distincts, chacun influengcant le métabolisme de l'autre. Parmi toutes les
formes de symbiose, l'association entre Rhizobium et les legumineuses, reconnue pour sa
specificité et sa permanence, est indéniablement la plus connue et la plus étudiée (Meijer et
Broughton, 1982).

L'étude des Rhizobia qui forment des nodules sur les légumineuses est l'un des
domaines de recherche les plus prolifiques en microbiologie, en raison de I'impact
agronomique et écologique significatif de ces bactéries grace a leurs propriétés symbiotiques
avec les légumineuses (Djoudie et al., 2021), en tant que ressource biologique précieuse dans
la recherche des souches bactériennes présentant des caractéristiques intéressantes pour
maximiser la productivité agricole. En effet, le Rhizobium est une bactérie du sol, qui forme
des nodules et établit une symbiose avec les légumineuses, réduisant ainsi 1’azote
atmosphérique sous une forme pouvant étre absorbée par les plantes. Cette capacité réduit
’utilisation d’engrais chimiques dans 1’agriculture, répondant a environ 90% des besoins en
azote des plantes et enrichissant le sol pour les cultures ultérieures. Au total, cette symbiose
présente de nombreux avantages parmi lesquels le maintien et la restauration de la fertilité des
sols (Dai et Wang, 2012). De telles etudes nous permettent non seulement de trouver de
nouvelles souches de rhizobium, mais elles soutiennent également les efforts de recherche
visant a sélectionner les meilleures combinaisons de Rhizobium et de Iégumineuses. Au cours
des vingt dernieres années, la diversité et la taxonomie de ces microorganismes ont été

largement explorées en raison de leur importance écologique et économique (Weir, 2006).
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Cependant, il est essentiel de comprendre les caractéristiques de ces souches de
Rhizobium, notamment leur sensibilité aux antibiotiques. Cette sensibilité peut avoir un

impact significatif sur I’efficacité de la symbiose et sur la santé des plantes.

L’objectif de ce travail a été I’isolement et la caractérisation de souches de Rhizobium

nodulant la plante Vicia faba. L, ainsi que 1’étude de la sensibilité aux différents antibiotiques.
Ce contexte a été structuré en trois chapitres :

Le premier chapitre est une synthése bibliographique qui vise les principales informations sur

la symbiose des plantes Iégumineuses « la feve » avec les micro-organismes (Rhizobium).
Le deuxiéme chapitre a été consacré a la partie « matériel et méthodes ».

Le troisieme chapitre a été consacré a la présentation des résultats obtenus, les interprétations

et les discussions.
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Chapitre 1: Symbiose Rhizobium-Légumineuses

Chapitre 1 : Symbiose Rhizobium-Légumineuses

1. Rhizobium

1.1. Historique et généralité de Rhizobium

Les Rhizobia furent isolés par Beijerinck en 1888 et identifiés comme agents de la
fixation d’azote a la remonte a la fin du XIXeéme si¢cle. L’année suivante, par un autre
microbiologiste cette bactérie est appelée Rhizobium leguminosarum (Frank, 1889). Pour
utiliser commercialement la culture de Rhizobium dans I’agriculture, elle a été utilisée comme
bio-fertilisant sous le nom de Nitragin et a été brevetée par Nobbe et Hiltner (1896) (Jnan et
al., 2021).

Le terme Rhizobium vient du grec rhiza qui signifie « racine » et bio « vie », c’est un
terme fonctionnel désignant les bactéries capables de former des nodosités avec des
Iégumineuses (Benoit, 2019), ce sont des bactéries aérobies du sol appartenant a la famille des
Rhizobiaceae. Ces bactéries sont capables de former une symbiose avec des plantes de la
famille des légumineuses (Benahmed, 2010). Ainsi, les Rhizobia sont utilisés comme engrais

et en tant qu’inoculant dans 1’agriculture depuis plus d’un siécle biologique (Odile, 2017).

Les Rhizobia sont des bactéries a gram négatif, en forme de tige, ils sont
chimioorganotrophes, poussent bien en présence d’oxygene (aérobies) et utilisent des glucides
et des acides amines relativement simples. Ils sont capables d’établir un systeme de symbiose
efficace de fixation de I’azote avec les légumineuses, dans la structure spécialisée appelée
nodules racinaires (figure 1). Dans le processus symbiotique, ils réduisent I’azote
atmosphérique en ammoniac en utilisant I’enzyme nitrogénase et fournissent ce nutriment

essentiel a la plante hote (Rajasundari, 2009).

Figure 1 : Racine de fenugrec montrant un nodule développé par une bactérie symbiotique,
Rhizobium (Baljinder et al., 2008).
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1.2. Caractéres généraux de Rhizobium

Les caractéres généraux du Rhizobium comprennent sa capacité a vivre en symbiose
avec les plantes, a fixer I’azote atmosphérique, a décomposer la maticre organique du sol, et a

améliorer la structure du sol (Académie des biostimulants, 2019).
1.2.1. Caractéres morphologiques

Les Rhizobia ont été caractérisées comme des bactéries de forme batonnet, qui se
caractérisent par leur nature a Gram-négatif, leur besoin d’oxygene, leur mode de nutrition
hétérotrophe, et 1’absence de sporulation (figure 2) (Kaddour et al., 2010). Ils ont une
taille qui s’étend de 0,5 a 0,9 um de largeur et de 1,2 a 3 um de longueur. Ces bactéries
sont mobiles grace a la présence d’un flagelle polaire ou subpolaire, ou possédent de 2 a 6
flagelles péritriches (Somasegaram et Hoben, 1994). On distingue deux formes de
bactérie :

- Une forme végétative (figure 2) : des petits organismes communs dans le sol pres des
racines des plantes, et/ou dans les zones d’infection, trés actifs lorsqu’ils sont jeunes et

mobiles (Torche, 2006).

Figure 2 : Morphologie de rhizobium trifolii
(https://docplayer.fr/33113805-Les-symbioses-racinaires.html)
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- Une forme bactéroide (figure 3) : dans les racines des plantes, les Rhizobia subissent
une transformation en bactéroide, prenant des formes variées telles que branchées,
sphériques ou en massue, a l'intérieur des cellules du vortex racinaire certains
bactéroide sont réguliers tandis que d’autres, comme chez les groupes Rhizobium

trifolii sont irrégulier (Bouzraib et Bouzaine, 2016).

Figure 3 : Bactéries du genre Rhizobium vues au microscope électronique a balayage
(x 1 000) Schéma montrant nombreux bactéroides dans une cellule d'une nodosité
racinaire.

(https://www.aquaportail.com/dictionnaire/definition/5404/bacteroide)

1.2.2. Caractéres biochimiques

Les Rhizobia étant des bactéries hétérotrophes, se nourrissent de glucides simples tels
que le glucose, le saccharose, le mannitol, ainsi que de composés aminés. A 1’exception de
quelques souches, il n’est pas habituel que les Rhizobia fixent 1’azote sous forme libre, sauf
dans des conditions particuliéres. Certaines souches de Rhizobium ont besoin de vitamines

pour leur croissance (Somasegaran et Hoben, 1994).

La vitesse de croissance varie généralement d’une souche a I’autre chez les Rhizobia.
Certaines se développent rapidement tandis que d’autres ont une croissance plus lente (Abda
et al., 2010). Leur croissance optimale se produit généralement a une température comprise
entre 25 a 30 C°, avec un pH idéal situe entre 6 et 7 (Garrity, 2005).

1.2.3. Caractéres culturaux

L’examen macroscopique révele diverses caractéristiques des colonies qui se sont

développées sur le milieu Yeast-Mannitol-Agar (YMA) solide.
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Ces colonies présentent généralement des teintes blanches ou beiges, avec une forme
circulaire, mucilagineuse, semi-translucide ou opaque (Garrity, 2005). Les colonies jaunes
pales sont généralement observées principalement dans les cultures plus agées (Rouabhi et al.,
2018).

Les Rhizobia a croissance rapide (Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium et les
souches Allorhizobium) forment des colonies gommeuses de 4 a 6 mm aprés 3 a 7 jours sur
milieu YEM. lls induisent une turbidité en 2 a 3 jours avec un dédoublement toutes les 2 a 4h.
En revanche, les souches de Bradyrhizobium ont une croissance plus lente, produisant des
colonies de 1 a 2 mm aprés 7 a 10 jours, avec une turbidité en 3 a 5 jours et un dédoublement
de 6 a 8 h (Somasegaran et Hoben, 1994).

1.3. Taxonomie de Rhizobium

Les Rhizobia établissent une symbiose avec les plantes de la famille des légumineuses,
telles que les pois, les haricots et la luzerne. En cas de carence en azote, les Rhizobia induisent
la formation de nodules sur les racines des légumineuses. Ces nodules servent d'organes
d'échange métabolique entre les bactéries et les plantes, offrant aux bactéries un habitat
microbien favorable et leur permettant de bénéficier de substrats carbonés produits par la
photosynthése des plantes hotes. Selon la classification de divers auteurs, la famille des

Rhizobiaceae comprend différents genres (Sobti, 2013).

La plupart de ces espéces bactériennes font partie de la famille des Rhizobiaceae, qui
sont des a-protéobactéries, et appartiennent aux genres Rhizobium, Mesorhizobium, Ensifer
ou Bradyrhizobium (Mahboub, 2018).

Lorsqu'il a été reconnu que le spectre hote n'était pas le seul critére a prendre en
compte pour la classification des Rhizobia, les espéces ont dabord été réorganisées en deux
genres. Le genre révisé Rhizobium regroupe les souches a croissance rapide, tandis qu'un
nouveau genre, Bradyrhizobium, a été créé pour les cultures a croissance lente. Depuis lors,
Iisolement de Rhizobia provenant d'un nombre croissant d'especes végétales a travers le
monde et leur caractérisation par une taxonomie polyphasique ont conduit a la description de

nouveaux genres et especes (tableau 1) (Frédéric et Philippe, 2020).

Zakhia et al., (2004) ont suggéré le terme BNL (Bacteria Nodulating Legumes) afin
d’éviter toute confusion entre le terme plus général de Rhizobium et les noms de genre

spécifiques.
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Tous les BNL distincts appartiennent a la classe Proteobacteria. La plupart d’entre
eux appartiennent aux genres de la classe a-Proteobacteria (Rhizobium, Mesorhizobium,
Bradyrhizobium, Azorhizobium et Sinorhizobium, Methylobacterium, Devosia, Microvirga,
Ochrobactrum, Phyllobacterium et Shinella) (Berrada et FikriBenbrahim,2014). Les BNL ont
également été identifiés dans la classe p-Proteobacteria, notamment chez Burkholderia et
Cupriavidus (Moulin et al., 2001).

Chaque année, la classification des Rhizobia s'enrichit de nouvelles especes et de
nouveaux genres de bactéries, grace a I'exploration de la diversité des symbiotes associées aux

Iégumineuses dans différentes régions du monde (Krimi et al., 2021).

Tableau 1 : Classification simplifiée des bactéries fixatrices d’azote symbiotiques des

Légumineuses (Duhoux et Nicole,2004).

Rhizobium
Genre Espéces Principales plantes hotes
R. leguminosarum Tréfles,
Biovar trifolii Vesce, Pois, Lentille, etc.
Rhizobium Biovar viciae Haricot
Biovarphaseoli Lupin
R. lupine
S. melilotii Luzerne, Melilot, Trigonelle
Sinorhizobium S. fredii Soja, Vigna
S. terangae Sesbania et Acacias
Allorhizobium A. undicola Neptunia natans
Mesorhizobium M. loti Lotier, Anthyllis, Lupin
Azorhizobium A. caulinodans Tige aérienne de Sesbania
rostrata
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Bradyrhizobium

B. elkanni

B. japonicum

Soja, vigna, Macroptilium

Soja, vigna, Macroptilium

Blastobacter

B. denitrificans

Aeschynomene indica

Methylobacterium M. nodulans Crotalaria
Burkholderia B. sp. Aspalathus
Ralstonia R. taiwanensis Mimosa

2. Leslégumineuses

2.1. Classification des légumineuses

Les légumineuses nommées egalement Fabaceae sont des plantes herbacées ou des
arbres a racines présentant géneralement des nodosités qui réalisent une symbiose avec les

Rhizobia pour la fixation d’azote (Torche, 2006).

Ce sont des dicotylédones appartenant a la famille des Fabacées (Schneider et
Huyghe, 2015), c'est la famille végétale qui offre le plus d'espéces alimentaires, industrielles
ou médicinales utiles a I'nomme (Sebihi, 2008). En effet, elles comprennent 751 genres
englobant 19500espéces réparties en 3sous familles : les Caesalpinoideae, les Mimosoideae et
les Papilionoideae (Lewis et al, 2013). Les Caesalpinoideae et les Mimosoideae regroupent
des especes principalement localisées dans les régions tropicales et subtropicales sous forme
d’arbre, ainsi que des lianes et des arbustes (LPWG, 2013). Les Papilionoideae rassemblent
diverses espéces herbacées qui ont une forte distribution dans la région de la méditerranée,

telles que les pois, lentilles et féveroles (Maxted et Bennett, 2001).
2.2. Morphologie des légumineuses

Les légumineuses sont formées de deux parties principales, une partie racinaire
généralement pivotante, qui permet d'explorer une grande partie du sol, elle est pourvue des
nodosités fixatrices d'azote atmosphériques, qui facilitent a la plante 1’enrichissement du sol
en azote quand les conditions sont favorables (Mémento de I’ Agronome, 2006) et I’autre
partie est aérienne qui porte des feuilles comprenant de nombreuses folioles et portant des

stipules a la base des pétioles (Nezzari et Slimani, 2023). Les inflorescences sont souvent en
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grappe, composant des fleurs d’une forme cyclique et dialypétales, des fruits en gousse
renfermant des graines (Nemdil et Bergheul, 2020). Ces dernieres présentent différentes
formes et couleurs. Parmi les plus répandues on trouve les pois, les lentilles, la féve, les

haricots et le soja (Schneider et Huyghe, 2015).
2.3. La plante Iégumineuse Vicia faba. L

L'espece Vicia faba. L (Figure 4) est une légumineuse protéagineuse appartenant a la
sous famille des Papilionaceaees (Pierre et al, 1999). Elle est constituée d’une tige creuse et
rigide avec des feuilles portant 2 a 6 folioles (Daoui, 2007), les fleurs sont blanches tachées
du noir sur les ailes et les fruits sont des gousses dressées contenant des graines (Beraud,
2007). 11 existe 3 types botaniques de 1’espéce V. faba (Pesson, 1984), différents les unes des
autres principalement en termes de taille des graines (Lopez-Bellido, 2005) :

Vicia faba major : appelée la féve, qui est cultivée pour 1’alimentation humaine.
Vicia faba minor : ¢’est la féverole possédant des graines plus petites.

Vicia faba equina : comprenant des graines plus légéres que celle de V. faba major mais plus

lourdes que celle de V. faba minor.

La féverole peut avoir jusqu’a 3 gousses par nceud reproducteur, avec environ 3
graines par gousse, tandis que la féve a une seule gousse par nceud qui porte environ 7 graines

(Daoui, 2007).

La plante Vicia faba a un systeme racinaire povitant contenant des nodules renfermant
des bactéries du genre Rhizobium, qui réalisent avec elles une symbiose fixatrice d’azote
atmosphérique (Duc, 1997) jouant un rdle essentiel dans 1’agriculture écologique en
diminuant la dépendance des agricultures envers I’utilisation intensive d’engrais chimiques

afin de réaliser la protection du sol et la qualité de I’eau (Sillero et al, 2010).
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Figure 4 : Les fleurs et les fruits de V. faba L.

a: Feuilles et fleurs ; b : Tige ; ¢ : gousses récoltées ; d : graines (Mezani, 2010).
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Chapitre 11 : Fixation biologique de I’azote et symbiose Rhizobium-légumineuses
1. Cycle de I’azote

L’azote est considéré comme un nutriment principal indispensable a la croissance et la
productivité des plantes (Cleland et Harpole, 2010), il joue un r6le crucial dans la régulation
de la composition, de la diversité, de la dynamique et du fonctionnement des especes dans de

nombreux écosystemes terrestres (Vitousek et al., 1997).

Le total de l'azote se trouve habituellement réparti en trois principaux réservoirs :
l'atmospheére, le sol (et ’eau qui lui est associée) et la biomasse ou il est stocké, les
interactions complexes entre ces réservoirs sont désignées sous le nom de cycle de I'azote
(Hopkins, 2003). Environ 80% de notre atmospheére est constituée d'azote (N). Cependant, les
plantes ne peuvent assimiler I'azote que sous forme minérale. Les micro-organismes, qu'ils
soient libres ou symbiotiques, ont la capacité de convertir ’azote atmosphérique en NHa4" qui
peut étre directement absorbé par les plantes, ou en NOs~ par les bactéries nitrifiantes (Davet,
1996 ; Maathuis, 2009).

Le cycle de l’azote est I'un des cycles nutritifs les plus importants dans les
écosystemes terrestres. 1l implique quatre processus microbiologiques : la fixation de I’azote,

I’ammonification, la nitrification et la dénitrification (figure 5) (Hayatsu et al., 2008).

Azote atmosphérique

@ Bactéries

Bactéries a ‘ dénitrifiantes
fixatrices d'azote "\ Nitrates
)

nodules de (NO3-)

légumineuses Décomposeurs

(bacténes et champignons,
adroties et anaérobies)

Bactéries
Ammonification Nitrification nitrifiantes

Ammoniaque( T @

Bactéries fixatrices d'azote Bactéries nitrifiantes
dans le sol

Figure 5 : Cycle de 1’azote (Pujic, 2009).
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1.1. Fixation de I’azote

La fixation d’azote est le processus par lequel les microorganismes transforment
I’azote moléculaire en azote ammoniacal. On distingue la fixation libre d'azote réalisée par
des bactéries aérobies (Azotobacter sp.) ou anaérobies (Clostridium sp.), des algues bleues
(Cyanophycées), et la fixation symbiotique qui est due a l'association symbiotique entre les

légumineuses et les bactéries du genre Rhizobium (Recous et al., s.d.).
1.2. Ammonification

L'ammonification implique la transformation de l'azote organique en ammonium
(NH.") grace a l'activité de micro-organismes hétérotrophes, qui utilisent des composeés
carbonés comme source d'énergie (Valé, 2006), notamment les bactéries, les champignons et
les actinomyceétes (Scheiner, 2005). Cette forme d'azote est généralement transitoire et sera

ultérieurement transformée en nitrate.
1.3. Nitrification

C’est un processus aérobie strict réalisé en deux étapes principales par deux genres a
Gram négatif et chimiolithoautotrophes, Nitrosomonas et Nitrobacter (Sprent, 1987). Tout
d’abord, les bactéries du genre Nitrosomonas oxydent les ions ammonium (NH4") en nitrite
(NOz), ensuite les nitrites sont réduits en nitrate (NOs") par des bactéries du genre
Nitrobacter (Machefert et al., 2002).

1.4. Dénitrification

La dénitrification est le processus anaérobie par lequel les bactéries dénitrifiantes
réduisent l'azote en gaz diazote (N2) qui retourne ensuite a I’atmosphére (Barton et al., 1999).
Les bactéries dénitrifiantes (Pseudomonas et Bacillus) peuvent utiliser le nitrate comme
accepteur d’électrons lorsque I’oxygeéne du sol est limitant (Morot-Gaudry ,1997). La
dénitrification requiert l'utilisation de matiere organique en tant que source d'énergie et de
carbone (Lewis, 1986).

2. La symbiose fixatrice d’azote

La fixation biologique de l'azote atmosphérique est un processus impliquant
I'association des Rhizobia avec les racines des légumineuses afin d'établir deux étapes clés : la

formation des nodosités (Fossou, 2019) et la conversion de lI'azote moléculaire en ammoniac
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(NH3) en utilisant I'enzyme nitrogénase (Morot-Gaudry et al., 2017). Cet enzyme est un
complexe enzymatique qui comprend deux métalloprotéines appelées la dinitrogénase, qui
contient le site de réduction du nitrogéne en ammoniac (MoFe) et la dinitrogénase réductase

(protéine Fe) qui permet le transfert d’électrons libérés (Halbleib et Ludden, 2000).

La réaction globale de la réduction d’azote en ammoniac est décrite dans 1’équation suivante :
N2 +8e-+ 8 H++ 16 ATP — 2 NH3 + H2 + 16 ADP + 16Pi

Cette réaction enzymatique représente environ 175 millions de tonnes d'azote atmosphérique
réintroduites annuellement dans le cycle de la vie grace a la fixation biologique (Roger et al.,
1996).

3. Nodulation

La formation des nodosités représente la premiére caractéristique de ces interactions,
régulées de maniére stricte par les mécanismes interne d’autorégulation de la plante héte

(Fitouri, 2011).
3.1. Processus de formation des nodules

Lors de la fixation biologique de 1’azote, des nodules ou nodosités se forment sur les
racines des plantes (figure 6). Ces structures résultent de I’infection des racines par des
bactéries, un processus appelé nodulation. L’infestation des racines par les Rhizobium est

connue sous le nom d’infection et précede la formation des nodules (Dreyfus, 1982).

Figure 6 : les nodules chez les légumineuses

(https://biology.anu.edu.au/news-events/news/nodulation-legumes)
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Cette relation particuliere se manifeste probablement a travers diverses étapes

d’infection qui aboutissent a la formation de nodules fixateurs d’azote :
3.1.1. Pré-infection

Les Rhizobia peuvent persister dans le sol pendant de longues périodes sans avoir
besoin d’une plante hote. Cependant, pour établir une symbiose, les partenaires végétaux et
bactériens doivent communiquer. Cette interaction spécifique dépend de signaux échangés
entre les légumineuses et les Rhizobia a différentes étapes. Initialement, les légumineuses
libérent des composés de signalisation, comme les flavonoides, dans le sol, auxquels les
Rhizobia répondent en produisant des facteurs de nodulation (Ma et al., 2002). Ce signal, une
fois percu par le rhizobium, induit I’expression de génes nod codant pour les enzymes de
synthese de facteurs Nod (lipochitinooligosaccharides ou LCO) (Menadi et Boumaza, 2016).
Les exsudats attirent les bactéries (rhizobia) qui a leur tour, augmentent la taille et sécrétent
des facteurs de nodulation (Maroc et Tolosan cedex, 2014). Ces facteurs, souvent des

lipopolysaccharides, stimulent la formation de nodules chez les plantes (Ma et al., 2002).

LCO se lie a un récepteur contenant la lysine (LysM), déclenchant ainsi la voie de
signalisation symbiotique commune (VSSC). Cette voie est présente dans divers types de
symbioses, notamment les actinorhizes, les légumineuses, les non-légumineuses et les
mycorhizes. Aprées 1’activation de la VSSC, les facteurs de transcription (FT) interviennent
pour réguler le processus de nodulation, agissant en aval de cette voie de signalisation (Cerri
et al., 2017 ; Diedhiou et al., 2022). Ces molécules LCO provoquent divers changements
cellulaires, notamment des oscillations de calcium dans le cytoplasme, une caractéristique

partagée par les espéces nodulantes telles que les Iégumineuses (Zipfel et Oldryd, 2017).
3.1.2. Infection

Les poils absorbants infectés se tordent pour former une structure en forme de croix ou
les bactéries se multiplient. C’est la que la paroi du poil se brise et forme un cordon
d’infection. Ce cordon avance guidé par le noyau de la cellule qui se déplace vers la base du
poil, puis passe a travers les parois cellulaires en direction du méristeme nodulaire. Des
cellules spécifiques dans le cortex externe de la racine agissent comme des guides pour la
progression de ce cordon. Il se ramifie ensuite et transporte les rhizobia dans les cellules du

méristéeme nodulaire par endocytose (Duhoux et Nicole, 2007).
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3.1.3. Organogeneése des nodules

Une distinction particuliére est faite dans la coexistence légumatique au niveau de
I’organogenése nodulaire (figure 7). Des divisions cellulaires sont créées dans le cortex
racinaire des légumineuses et dans les péricycles des plantes, ils ménent a la formation
primitive nodale. Ce processus est similaire a la formation des racines latérales. Comme dans
le cas de Rhizobia, les bactéries demeurent dans des structures semblables a des cordes
d’infection avant d’étre libérées dans le cytoplasme des cellules hote (Diedhiou et al., 2022),
provoquant ainsi la formation de méristéme, qui est une zone de multiplication cellulaire dont
l'activité est a l'origine de la formation du nodule, dans laquelle les bacilles se différencient

irreversiblement en bactéroides ou endosymbiose (Gharzouli, 2006).

Les bactéroides sont isolés du cytoplasme de la plante par une membrane spécialisée
appelée "péri bactéroides” ou membrane de séquestration. Cette membrane agit comme une
plaque d'échange entre les bactéries et les cellules de la plante hote. A l'intérieur de cette
membrane, les bactéries différenciées se transforment en bactéroides responsables de la

fixation de l'azote.

Le développement du nodule commence par la prolifération des cellules du cortex, qui
s’enrichissent de pigments connus sous le nom de leghémoglobine, produite dans le
cytoplasme des cellules végétales (Corbiére, 2002). La leghémoglobine joue un réle crucial en
maintenant une faible concentration d’oxygene autour de I’enzyme, ce qui favorise la fixation
de I’azote (Nouari et Riabi, 2014)
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/ Rhizobactéries transformées en bactéroides \

Légumineuse @/
| o

Initiation ~ |
de l'organogenése & %
I“ \

Cellules Infection et formation du nodule
corticales du cordon infectueux Phases 4 +5
/ Phase 3
\.
® Phloéme “ Poil 7 A\
> Xyl?n‘xe !« ~ 1] absorbant ZI \//

Rhizobactéries du sol F " fcition dé Iazote \, ‘\‘
el reconnaissance Phase 6 N ~
'\ Phases 1+2 \ /

Figure 7 : Formation des nodules fixateurs d’azote (Suty, 2015).
3.2 Types de nodules

Selon le type de légumineuse, deux types de nodules peuvent se former. Chacun de ces
types de nodules suit un processus de développement distinct, ce qui leur confere des

caractéristiques propres (figure 8).
= Les nodules de type indéterminé

Les légumineuses provenant de climats tempérés, telles que la luzerne, le pois ou le
trefle, produisent des nodules qui se forment a partir des cellules du cortex interne (Vernig,
2008). Les nodules indéterminés contiennent un méristeme persistant qui provoque la
formation d’une structure cylindrique, tels que ceux produits par le poids de jardin

(Pisumsativum) (Ma et al., 2002).
= Les nodules de type déterminé

Les nodules déterminés, tels que ceux que I'on trouve sur les racines de plantes comme
le soja et le haricot commun, ne forment pas de méristéme persistant et restent donc
sphériques. Ils peuvent également se trouver sur les tiges de légumineuses tropicales telles

que Sesbania rostrata.
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Malgré leurs différences, tous les nodules se forment a l'avant des pdles xylémiques,
permettant ainsi des connexions aux systémes vasculaires des plantes hotes (Hadri et al.,
1998).

<A- -B-
Figure 8 : Structure des nodules de légumineuses et des plantes actinorhiziennes.

A : Nodule de Légumineuse de type indéterminé. B : Nodule de Légumineuse de type
déterminé. | : zone méristématique ; 11 : zone d'infection ; I1-111 : interzone I1-111 ; IV : zone de
sénescence. (Chabbi, 2010).

3.3. Les facteurs Nod

La plante hote sécréte des flavonoides dans le sol qui sont détectés par le Rhizobium
grace a une protéine régulatrice (NodD). Cette protéine entraine I'expression des génes nod,

conduisant a la synthése d'une molécule signal appelée facteur Nod (FN) (Guiraud, 2007).

Les facteurs Nod (NFs)sont des molécules symbiotiques de nature
lipochitooligosaccharidiques (Lerouge et al., 1990). Ils sont composés d'un squelette de
chitine, formé par des unités de N-acétyl-D-glucosamine (GIcNAC) liées entre elles par des
liaisons B-1,4, avec un nombre d'unités variant entre trois et cinq (Dénarié, 1996). Trois genes
de nod (nod A, nod B, nod C) sont des éléements nodulaires présents chez tous les Rhizobia,
responsables de la formation du squelette oligosaccharidique des facteurs de nodulation
(Hopkins, 2003).

Ces signaux jouent un réle crucial dans le développement symbiotique entre les
Rhizobiaet les 1égumineuses, en leur absence, les Rhizobia sont incapables de pénétrer dans

les racines des légumineuses. llspeuvent déclencher diverses réponses chez la plante,
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commela déformation des poils des racines et la division des cellules corticales (Cooper,
2007). Ils agissent comme des déclencheurs de la formation des nodules racinaires (Franche et
al., 2009), ils peuvent aussi agir comme des régulateurs de croissance spécifiques chez les

[égumineuses hotes (Roche et al., 1996)
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Chapitre 111 : Les antibiotiques
1. Définition des antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances chimiques élaborées par des micro-organismes,
capables d’inhiber la croissance des bactéries et d’autres micro-organismes et méme de les
détruire (Waksman,1947), ce qui leur donne respectivement le nom de bactériostatique ou de
bactéricide (Walsh, 2000). Ils constituent vraisemblablement I'une des formes de

chimiothérapie les plus performantes de I'histoire de la médecine (Clardy et al., 2009).

La majorité des antibiotiques que nous utilisons actuellement comme antibactériens
ont des substances naturelles, synthétisées par certaines bactéries ou champignons. A partir de
ces composés naturels, diverses modifications semi-synthétiques ont donné naissance a de
nouveaux antibiotiqgues de deuxiéme et troisieme génération, par ailleurs, quelques

antibiotiques sont entiérement synthetiques (Walsh, 2000).
2. Classification des antibiotiques
Les antibiotiques ont été classés en différentes classes (tableau 2) (Wilson, 2019).

Tableau 2 : les principales classes d’antibiotiques (Wilson, 2019).

Classes Exemples

Sulfonamides Sulfaméthoxazole

Béta-lactamines Pénicilline, ampicilline, céphalosporines, carbapénémes (par ex.
méropéneme)

Chloramphénicol

Chloramphénicol

Tétracyclines

Doxycycline, minocycline, tigécycline

Aminoglycosides

Streptomycine, gentamicine, tobramycine

Macrolides Erythromycine, azithromycine
Glycopeptides Vancomycine, teicoplanine
Quinolones Acide nalidixique, ciprofloxacine, moxifloxacine

Streptogramines

Synercide (association de dalfopristine A et de quinupristine B)

Oxazolidinones

Linézolide, tédizolide (anciennement torezolid)

Lipopeptides

Daptomycine

Polycétides

Kifampine

Diarylquinoléines

Bédaquiline
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3. Modes d’action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent en perturbant différentes fonctions essentielles chez les
bactéries. Ces actions incluent I’inhibition de la synthése de la paroi cellulaire, ou de la
synthése de I’acide nucléique, inhibition de la fonction ribosome, ou modification de la
membrane cellulaire et inhibition du métabolisme des folates (Dowling et al., 2017). Les
antibiotiques bloquent le développement des micro-organismes sensibles en empéchant
I’action d’une macromolécule indispensable au fonctionnement cellulaire. Cela implique une
fixation de I’antibiotique a un site spécifique sur la cible macromoléculaire, créant ainsi un

complexe moléculaire non fonctionnel (Lancini et al., 2013).

> Inhibition de la synthése de la paroi cellulaire :

Certains antibiotiques, comme la pénicilline et la vancomycine, interférent avec la
synthese de la paroi cellulaire des bactéries en formant des complexes covalents avec les
enzymes nécessaires a la production de la couche de peptidoglycane. Cela empéche la
formation de la molécule de peptidoglycane mature, affaiblissant ainsi la paroi cellulaire
bactérienne et entrainant la mort de la bactérie en raison de la pression osmotique (Naamala et
al., 2016).

> Perturbation de la structure de la membrane bactérienne :

Elle résulte sous 1’action des lipopeptides tels que les polymyxines qui agissent
principalement en perméabilisant la membrane externe par liaison au lipopolysaccharides
(Peach etal., 2013 ; Li etal., 2019).

> Inhibition de la synthése des acides nucléiques :

Certains antibiotiques notamment les quinolones (comme la ciprofloxacine), le
métronidazole et la nitrofuratoine inhibent la fabrication de I’ADN. En effet, les quinolones
empéchent 1’action de I’ADN gyrase et la topoisomérase IV qui sont responsables de la
réplication de I’ADN, ce qui entraine des dommages au niveau de I’ADN provoquant ainsi la

mort cellulaire (Kaufman, 2011).

> Inhibition de la synthése des folates :
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L’antibiotique peut bloquer la voie de synthése de 1’acide folique dans les bactéries.
Par exemple, le triméthoprime est un antibiotique synthétique qui inhibe la production d’acide

folique en se fixant a la dihydrofolate réductase (Lansing et al., 2018).

> Inhibition de la synthése protéique :

De nombreux antibiotiques agissent sur la bactérie en bloguant la synthése des
protéines bactériennes (Gerrits et al., 2002), ou ’agent antibiotique cible le ribosome pour
inhiber la traduction des protéines (Alekshun et Levy, 2007). De fait, les tétracyclines comme
la tigécycline se lient a la sous unité 30S du ribosome en empéchant la liaison productive des
aminoacyl-ARNTt chargés au site ribosomique A (Sasse, 2016). Les macrolides ciblent la sous

unité 50S ribosomique en inhibant le fonctionnement des ribosomes (Peach et al., 2013).

Les différents types d’antibiotiques sont classés en fonction de leur mecanisme d’action
(tableau 3).

Tableau 3: Mécanismes d’action des principales familles d’antibiotiques (Todar, 2004).

Modes d’action Familles d’antibiotiques

Inhibition de la synthése de la paroi Pénicillines, céphalosporines,carbapénemes,
Cellulaire daptomycines, monobactames, glycopeptides
Inhibition de la synthése protéique Tétracyclines,

aminoglycosides,oxazolidonones,
streptogramines,

kétolides, macrolides, lincosamides

Inhibition de la synthése de I’ADN Fluoroquinolones

Inhibition compétitive de la synthése de Sulfonamides, triméthoprime

I’acide folique (folates)

Inhibition de la synthése de I’ARN Rifampine
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4. Résistance des Rhizobia aux antibiotiques

Il existe plusieurs facteurs biotiques et abiotiques qui influencent la colonisation de
souches rhizobiales dans le sol, leur potentiel infectieux et leur efficacité symbiotique. Ces
facteurs incluent la présence d’antibiotiques provenant d'organismes producteurs
d'antibiotiques ainsi que des excréments, tels que les feces et les urines animales (Naamala et
al.,2016).

4.1. Mécanismes de résistance des Rhizobia aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques chez les Rhizobia implique différents mécanismes
(figure 9) :

e Modification du site cible des antibiotiques :

Les Rhizobia ont la capacité de modifier ou d’altérer les sites cibles des antibiotiques
par mutation, par exemple, la mutation des éléments de liaison clés tels que I'ARN
ribosomique (Wright, 2005). Une résistance aux fluoroquinolones et a la coumarine est
acquise par les bactéries a Gram négatif, y compris les Rhizobia, par une mutation de I'ADN
gyrase et de la topoisomeérase 1V. Par ailleurs, certaines bactéries développent une résistance
aux PB-lactamines suite a des mutations dans le PBP cible ou I’acquisition de nouveaux PBP

ayant une affinité réduite pour I’agent antimicrobien (Mc Dermott et al., 2003).

e Modification enzymatique :

La bactérie produit des enzymes modificatrices qui ciblent spécifiquement et
neutralisent I'efficacité des antibiotiques (Wright, 2005). En effet, elle peut acquérir des genes
de résistance qui codent des enzymes comme les B-lactamases qui sont capables de détruire
I'agent antibactérien sous une forme non toxique pour la cellule bactérienne avant qu'il
n'atteigne son site cible (Hastings et al., 2004 ; Tenover, 2006). Les B-lactamases sont

capables d'inactiver les antibiotiques comme les pénicillines par hydrolyse (Wright, 2007).

En ce qui concerne la résistance bactérienne aux aminoglycosides, six génes ont été
identifiés dont rmtA, rmtB, rmtC, rmtD, armA et npmA, codant leurs enzymes respectives
(Doi et al., 2008).
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e Développement des pompes a Efflux :

Les bactéries peuvent développer des pompes d'efflux qui éjectent I'agent antibactérien
hors de la cellule avant qu'il puisse atteindre son site d'action et exercer son effet (Tenover,
2006). Ce processus nécessite I'énergie sous forme d'ATP. L'agent antibiotique est expulsé du
systéeme bactérien sans étre altéré ou dégradé. Ce mécanisme peut engendrer la résistance a
plusieurs antibiotiques, car une seule pompe a efflux peut éliminer plusieurs types

d'antibiotiques (Naamala et al., 2016).

Il existe cing familles de pompes a efflux : la famille résistance-nodulation-division
cellulaire (RND) qui comprend deux pompes a efflux de méta-résistance présentes dans les
géenes de la bactérie Aicaiigenes eutrophus (CzcA et CnrA), et trois protéines qui agissent
conjointement dans le processus de nodulation des racines de luzerne par Rhizobium meliloti
(NolGHI), la famille des protéines de fusion membranaire potentielles (MFP) inclut une
protéine de nodulation (NolF), une protéine de division cellulaire (EnvC), et une protéine de

transport multi-résistance (EmrA) (Saier et al.,1994).

Egalement, la famille des cassettes a liaison ATP (ABC), les facilitateurs majeurs
(MFS) (Pao et al., 1998) et la petite famille de protéines multirésistantes (SMR) (Paulsen et
al.,1996). Les organisations des systemes d'efflux basés sur RND, présents dans plusieurs
bactéries a Gram négatif (Rhizobium), leur permettent de transporter des médicaments depuis
le cytoplasme a travers les membranes internes et externes de I'enveloppe cellulaire (Alekshun
et Levy, 2007).

e Altération et modification de la perméabilité de la paroi cellulaire :

Les bactéries rhizobiales peuvent développer des mutations qui restreignent l'acces des
agents antimicrobiens au site cible a l'intérieur de la cellule. Par ailleurs, les bactéries ont la
capacité d'acquérir divers génes impliqués dans une voie métabolique conduisant a la
production de parois cellulaires bactériennes altérées, dépourvues de sites de liaison pour
l'agent antibiotique (Tenover, 2006). De ce fait, I’antibiotique est expuls¢ de la cellule

bactérienne (Maiden, 1998).
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Figure 9 : Schéma général des mécanismes de résistance aux antibiotiques (Bouyahya et al.,
2017).
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Chapitre IV : Materiel et Méthodes

1. Isolement des bactéries nodulant la féve (Vicia faba L.)

1.1. Description de la zone d’étude

L'étude a porté sur des plantes lIégumineuses de féve dans trois régions de la wilaya de
Tlemcen différentes sur le plan climatiques et pedologiques (tableau 4), le premier
prélevement a été effectué dans la région de Boukiou, tandis que le second échantillon a été
récolté dans la région de Remchi. Bordj Arima est la 3¢me région dans laquelle I’échantillon a

été prélevé (figure 10).

Tableau 4 : Les coordonnées géographiques de Bordj Arima [1], Remchi [2] et Boukiou [3].

Bordj Arima Remchi Boukiou
Latitude 35°4' 60" Nord |[35°3'0” Nord |34°59'52" et
) 35°6'42"Nord
Coordonnées
. ) Longitude 1°33"26" Quest | 1°25' 60" Quest | 1°29'41"W et
Géographiques
1°43'32"W
Altitude 295m 213 m 850m
Climat Climat semi-aride sec et froid Climat semi-aride
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Figure 10 : localisation géographique de la zone prélevement [4]

1.2. Collecte des nodules

La sélection et I'échantillonnage des nodules doit étre effectuée a un moment précis,

avec la collecte planifiée entre le mois de février et mars 2024 (figure 11).

Figure 11 : Collecte des nodules

A : Figure du site de préléevement ; B : champ de nodule de la feve
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La collecte est effectuée suivant la méthode de Somasegaran et Hoben (1994) qui consiste a :

A I’aide d’une béche, tracez un cercle d'environ 15 cm de rayon autour de la plante et
découpez cette partie a une profondeur d'au moins 20 cm, puis soulevez doucement la touffe.
Retirez soigneusement le sol de la racine en utilisant vos mains. Veuillez éviter de retirer les
racines secondaires de la plante (figure 12), car il est possible de repérer des nodules sur les
racines latérales ainsi que sur la racine pivotante. Disposez avec précaution la plante complete

dans un sac en plastique.

Figure 12 : plante extraite avec son appareil racinaire.

Au laboratoire, les racines de la plante sont lavées abondamment a I'eau du robinet
afin d’enlever 1'exces de terre, puis elles sont enveloppées sur du papier absorbant. On extrait
les nodules en utilisant des ciseaux en laissant quelques millimétres de racine de chaque cété
du site d'attache des nodules. Cette méthode préserve l'intégrité des nodules et améliore les

probabilités de cultiver des bactéries saines et viables.
1.3. Conservation des nodules

Les nodules séchés doivent étre conservés au réfrigérateur a une température de 4°C

en vue d'une utilisation immédiate (Temam et Alebejo, 2017) (figure 13).
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Figure 13 : Nodules conservés sous 4°C

1.4, Isolement des bactéries a partir des nodules

1.4.1. Stérilisation des nodules

Toutes les manipulations ont lieu a proximité d’un bec Bunsen, afin de garantir des

conditions totalement stériles.

Les nodules sont d'abord immergés dans de I'éthanol a 95 % pendant 5 a 10 secondes
(pour briser la tension superficielle et €liminer les bulles d’air des tissus). Ensuite, ils sont
transférés vers une solution d’hypochlorite de sodium a 2,5 a 3 % pendant 2 a 4 minutes.
Apres cela, les nodules sont soigneusement rincés a 1'eau distillée stérile (5 fois) a ’aide de

pinces stériles pour le transfert (Somasegaran et Hoben, 1994).
1.4.2. Ecrasement des nodules et ensemencement

Devant le bec Bunsen, chaque nodule a été écrasé dans un tube a hémolyse stérile
contenant 2 gouttes d’eau distillée stérile en utilisant une barre stérilisée afin d’obtenir une
suspension de bactéroides (figure 14). A I’aide d’une anse de platine, une goutte de
I’homogénéité obtenue a été prélevée et étalée sur une boite de Pétri contenant le milieu YMA

(Ouslim et al., 2015 ; Benidire et al., 2018).

L’ensemencement a ¢été réalisé¢ selon la méthode des cadrans afin d'obtenir des
colonies bien isolées et les boites ensemencées sont incubées a 28°C pendant 48 a 72 heures
(Benidire et al.,2018).
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Figure 14 : L’écrasement des nodules

2. Caractéres morphologiques et culturaux de Rhizobium

2.1. Principaux milieux utilisés (Annexe 01)

Les bactéries requiérent différentes sources d'énergie pour leur croissance, pour cela

nous avons préparé les milieux de culture spécifiques suivants :

- Milieu liquides: YMB (Yeast Mannitol Broth)

- Milieux solides: YMA (Yeast Mannitol Agar)
YMA + RC (Yeast Mannitol Agar + Rouge Congo)
YMA + BTB (Yeast Mannitol Agar + Bromothymol Blue)
GPA + BCP (Glucose Peptone Agar + Bromocrésol Pourpre)

2.2. Purification des isolats

Une fois les nodules isolés, on peut observer différents aspects des colonies sur les
boites, ce qui permet de détecter différentes formes microscopiques. Dans ce cas, il est
nécessaire de réaliser une série de repiquage sur le méme milieu (YEMA + RC) afin d'obtenir

des souches pures (Somasegaran et Hoben, 1994).

La purification des souches a été obtenue par repiquage successif sur le bouillon YMB

puis le milieu YMA+ RC (Annexe 01), I’incubation se fait a 28 °C pendant 48 a 72 heures.
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2.3. Examen de la mobilité a I’état frais

Cet examen permet d’observer la mobilité des bactéries ; Il s’agit de déposer une
gouttelette d’eau distillée sur une lame, prélever un échantillon de culture a l'aide d'une anse
de platine et le disperser dans le liquide. Puis, Couvrir avec une lamelle et faire I'observation x
40.

2.4. Examen microscopique apres coloration de Gram

Cet examen nous permet de différencier les bactéries a Gram positif des bactéries a

Gram négatif, ainsi que de caractériser la morphologie des cellules bactériennes.
2.5. Observation au microscope électronique a balayage (MEB)

Apres avoir realisé des frottis sur lame pour chaque colonie suspecte, nos échantillons
ont été observés au microscope électronique a balayage de type Hitachi TM1000 (Faculté des

sciences, Université de Tlemcen).
2.6. Croissance sur YMA contenant du bleu de bromothymol (BTB)

Chaque souche testée a éte cultivee sur des boites de Pétri contenant du milieu YMA
additionné de bleu de bromothymol qui est un indicateur coloré de pH. Aprés cing jours
d’incubation a 28°C, la souche rhizobienne peut étre identifi¢e comme acidifiante (couleur
jaune) ou alcalinisante (couleur bleue). Il est possible de supposer que les Rhizobia a
croissance rapide et lente sont responsables respectivement de [l'acidification et de

I'alcalinisation du milieu (Ouslim et al., 2015).
2.7. Croissance sur milieu Glucose-Peptone-Agar (GPA)

Le milieu de glucose-peptone-agar est utilisé pour distinguer les Rhizobia, qui
présentent genéralement peu ou pas de croissance sur ce milieu sans modifier le pH du milieu.
En revanche, des contaminants comme Agrobacterium montrent une croissance abondante
accompagnée d’une modification significative du pH (virage du couleur du milieu au jaune)

(Benselama et al., 2018).
La technique consiste a :

- Préparer le milieu GPA (annexe 1) (Somasegaran et Hoben, 1985).
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- Ajouter 5 ml de la solution de pourpre de bromocrésol (BCP) (annexe 1) a un litre du
milieu GPA.
- Ensemencer les souches par stries sur des boites contenant du GPA additionné de
BCP, puis incuber a 28°C pendant 24 (Baba Arbi, 2016).
3. Caractéres biochimiques

3.1. Test de la catalase

Le test de la catalase est fondamental pour orienter les souches rhizobiennes, cette
enzyme est produite en abondance par les bactéries a métabolisme respiratoire qui peuvent

détruire les péroxydes H202 dont I’accumulation a un effet 1étal pour les bactéries.

Ce test consiste a prélever une colonie a partir du milieu solide et la mélanger dans une
goutte d'eau oxygénée déposée sur une lame sterile. La présence de catalase se manifeste par
un degagement immediat des bulles de gaz (Joffin et Leyral, 2001).

3.2. Test de I’oxydase

Le principe consiste a immerger une bandelette dans 1’eau physiologique, puis, a 1’aide
d’une anse de platine prélever une colonie et la déposer sur la bandelette. La mise en évidence
de I’oxydase se traduit par I’apparition d’une coloration bleue violette dans un délai de 30

secondes (Joffin et Leyral, 2001).
3.3. Test du citrate de Simmons

L'utilisation du citrate par les isolats a été déterminée par leur croissance sur les pentes
de gélose au citrate de Simmons. Un virage de couleur du vert au bleu, indique un résultat

positif pour le test d'utilisation du citrate (Joffin et Leyral, 2001).
3.4. Test du nitrate réductase

Certaines bactéries possedent une enzyme spécifique appelée « nitrate réductase » qui

catalyse la réduction du nitrate en nitrite (Neyra, 1992).

Ce test a pour but de détecter I’enzyme nitrate réductase en ensemencgant un tube de
bouillon nitraté (bouillon nutritif supplément de 1,5% de nitrate de potassium) avec la bactérie
a étudier (Rhizobium), puis on incube a 37°C. Aprés une incubation de 18 a 24 heures, on
ajoute 3 gouttes du réactif sulfanilique + acide acétique (nitratel) et 3 gouttes du réactif alpha-

naphtylamine + acide acétique (nitrate2) (Naidji et Benguedouad, 2020).
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Une coloration rouge indique la présence de NO2, ce qui signifie que la bactérie

possede I’enzyme nitrate réductase.

En I’absence de coloration, on ajoute de la poudre de zinc : si une coloration rouge
apparait, cela indique que la poudre de zinc a réduit les nitrates en nitrites, ce qui signifie que
la bactérie est nitrate réductase négative. Si aucune coloration n'est présente, donc la bactérie

présente une activité nitrate réductase positive (Naidji et Benguedouad, 2020).
4. Conservation des isolats
Deux méthodes de conservation ont été utilisées :

a. Conservation a court terme : les souches ont été ensemencees par des stries réguliéres

sur gélose inclinée (YMA) dans des tubes a essais. Aprés 72h d’incubation a 28 °C,
les tubes ont été conservés au réfrigérateur a une température de 4 °C (Benselama et
al., 2018).

b. Conservation a long terme : Pour une conservation pouvant aller jusqu’a un an, les

souches sont conservees dans du glycérol (qui est un cryoprotecteur) a 50 % (v/v) en
utilisant des tubes a Eppendorf stériles (Baba Arbi, 2016).

5. Sensibilité aux antibiotiques

L’objectif de ce test a été 1’étude de la sensibilité des isolats vis-a-vis de 14 différents

antibiotiques.

Le test a été réalisé selon la méthode de diffusion sur milieu solide, en mesurant les

diametres des zones d'inhibition sur des boites de Pétri contenant le milieu YMA :

- A partir d'une culture de 24 heures sur milieu gélosé, prélever une colonie bien isolée
et identique,

- Dissocier dans 5 ml d'eau physiologique stérile, puis

- Homogénéiser au vortex.

- Ensemencer les boites par écouvillonnage.

- Les disques d'antibiotiques a tester (tableau 5) sont ensuite déposeés, et les boites sont
incubées pendant 24 heures a 28 °C.

- Apres incubation, une lecture est effectuée en mesurant les diamétres des zones

d'inhibition pour chaque antibiotique.
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Tableau 5 : Différents antibiotiques testés.

Antibiotiques Abréviations Familles Charges
Cephalotine KF 30 pg
Ceftriaxone CRO 30ug
Piperacilline PRL Béta-lactamines 100pug
Ceftazoline CPT 5ug
Amoxicilline AMC 30 ug
Nitrofurantoine F Nitrofuranes 300 pg
Tigécycline TGC Tétracyclines 15 ug
Télithromycine TEL Kétolides 15 ug
Néomycine N Aminosides 30 ug
Lincomycine MY Lincosamides 2 ug
Spectinomycine SPC Aminocyclitols 100 ug
Métronidazole MTZ Nitroimidazoles 5 ug
Norfloxacine NOR Quinolones 10 g
Triméthoprime ™ Diaminopyrimidines 2,5 ug
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Chapitre V : Résultats et Discussion
1. Isolement des souches

Dans cette étude, nous avons analysé 14 isolats collectés de trois (03) régions de la
wilaya de Tlemcen (Bordj Arima, Remchi, Boukiou) (figure 15), provenant des nodules
fraichement prélevés de la plante légumineuse Vicia faba. L, récoltée pendant la période de

février-mars. Le tableau n°6 représente le nombre de souches isolées pendant notre étude.

Tableau 6 : Nombre de souches isolées dans les trois régions.

Zones de prélévement Nombre de souches
Boukiou P1 1

Remchi P2 6

Bordj Arima

P3 5

P4 2

Nobmre de souches

mP1
mp2
=Pp3
mP4

Figure 15 : Nombre d’isolats obtenus a partir des nodules racinaires de la plante Iégumineuse

de différentes régions.
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2. Etudes phénotypiques des bactéries isolées a partir des nodules de la plante
I[égumineuse Vicia faba. L
2.1. Caractéres culturaux

2.1.1. Croissance sur le milieu YMB

Le milieu YMB utilisé est un bouillon qui permet d'enrichir les souches sélectionnées

et suspectees d'étre Rhizobium.

Apres 48 a 72 heures d’incubation, nous avons observé ’apparition d’une croissance
sur le milieu YMB, se traduisant par la présence d’un trouble. Ce résultat était semblable a
celui mentionné précédemment par Hewedy et al., (2014) qui a affirmé la présence d’une

turbidité uniforme sur le bouillon YEM.
2.1.2. Croissance sur le milieu YMA

Aprés 3 jours d’incubation a 28°C, les résultats de la caractérisation culturale des
isolats sur le milieu YMA ont indiqué une croissance notable sur ce milieu, avec des colonies
blanches crémeuses a translucides, lisses et de taille variée de 2 mm & 4 mm de diametre avec
un aspect visqueux (figure 16). Cela peut s’expliquer par le fait que les bactéries ont la
capacité d’évoluer et de se multiplier sur ce milieu nutritif. Ces caractéristiques ont été

définies par Garrity et al., en 2005.

Selon le temps de croissance, nous avons distingué deux types de Rhizobia : les
Rhizobia a croissance rapide (48 a 72h) et les Rhizobia a croissance lente (plus de 5 jours), ce

qui a été décrit par Samasegaran et Hoben (1994).

Figure 16 : Croissance de la souche P2.3C sur le milieu YMA.
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2.1.3. Croissance sur le milieu YMA-RC

Nous avons realisé plusieurs purifications sur le milieu YMA additionné de rouge
Congo pour les isolats ayant un aspect homogene. Les colonies ont présenté une texture
visqueuse, bombée, mucilagineuse avec une couleur Iégerement rose, ce qui signifie que les

isolats n’ont pas absorbé le colorant ou ils I’ont faiblement absorbé (figure 17).

Ce résultat est en concordance avec les travaux de Samasegaran et Hoben (1985), qui
ont prouvé que les colonies de Rhizobium doivent présenter peu ou pas d’absorption du rouge

Congo apres une incubation de 48 a 72h a 28°C.

Figure 17 : Croissance sur milieu YMA + RC.

2.1.4. Croissance sur milieu YMA contenant du bleu de Bromothymol

Ce test aide a différencier entre les deux types de Rhizobium selon leur vitesse de

croissance ;

- Les bactéries a croissance lente (Bradyrhizobium).
- Les bactéries a croissance rapide (les genres Rhizobium, Mesorhizobium et

Sinorhizobium).

Les résultats obtenus aprés une incubation de 72h a 28°C ont montré que la plupart des
isolats ont présenté une coloration jaune, due a 1’acidification du milieu de culture, ce qui
indique que la croissance de ses souches est rapide. Seulement une souche P2.4 a montré une
coloration bleue (figure 18), donc elle est considérée comme bactérie alcalinisant a croissance

lente.
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Nos résultats sont similaires a ceux de Hajjam et al., (2010), qui ont affirmé que les
bactéries alcalinisant le milieu sont qualifiées de croissance lente et appartiennent au genre

Bradyrhizobium.

Par ailleurs, Li et al., (2017) ont montré que le virage au jaune dans le milieu se traduit

par la production d’acide par les souches de Rhizobium.

(@) (b)

Figure 18 : Croissance de souches sur milieu YMA additionné du bleu de Bromothymol.

(a) Lasouche P1.4; (b) la souche P2.4.
2.1.5. Croissance sur milieu GPA+BCP

Aucune croissance de nos souches n’a été observée sur le milieu GPA contenant du
pourpre de bromocrésol, a I’exception des souches P1.2, P3.3, P2.5 et P3.5 qui ont entrainé
une faible modification de pH du milieu en donnant une couleur jaunatre (figure 19), ce qui
indique une faible croissance sur ce milieu, ceci est en accord avec les résultats signalés par
Agraw en (2012).

L’absence de croissance des souches sur le milieu est une caractéristique culturale
specifique des especes de Rhizobium décrit par Somasegaran et Hoben (1994) qui affirme que
le milieu (glucose-peptone-agar) ne favorise pas la croissance de Rhizobia mais d’autres

contaminants tels que le genre Agrobacterium.

Benselama et al., (2018) ont prouvé qu’une croissance médiocre sur le milieu GPA peut
s’expliquer par le fait que les Rhizobia ne préférent pas la peptone comme source d’azote, de

vitamine, de facteurs de croissance ou d’acide aminés.

40



Chapitre V : Résultats et Discussion

Figure 19 : Aspect macroscopique de la croissance de la souche P1.2 sur GRPA+BCP.

2.1.6. Examen microscopique

L’observation microscopique des isolats apres I’examen a 1’ état frais (observation x40)

a révélé des cellules mobiles en formes de batonnets, et la coloration de Gram a confirmé la

présence de petites cellules présentent une forme de bacilles a extrémités arrondies, batonnets
a Gram négatif (figure 20 et 21).

Ces caractéristiques morphologiques observées correspondent a celle décrites pour les
Rhizobia (Hussein et al., 2016).

Figure 20 : Observation microscopique de souches au microscope optique (Grossissement

X40).
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Figure 21 : Observation microscopique des souches au microscope électronique a balayage
(Grossissement X 10000)
3. Caractéres biochimiques

3.1. Test de la catalase

Les résultats obtenus lors de la mise en contact avec le peroxyde d’hydrogene (H20.)
ont été positifs pour toutes les souches testées, indiquée par un dégagement de bulles d’air
autour des colonies bactériennes (figure 22), ce qui confirme la présence de 1’enzyme

(catalase+) qui est I’'un des caracteres biochimiques des Rhizobia.

Ces résultats concordent fortement avec ceux trouvés par Paudyal et al., (2021).

Figure 22 : Résultat du test de catalase.

3.2. Test d’oxydase

Toutes les souches étudiées présentaient une activité oxydase positive aprés avoir
observeé une teinte bleu foncé immédiate sur la bandelette (figure 23), ce qui suggére qu’elles

possédent cette enzyme.
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Une étude effectuée par Tian et al., en (2008) sur des Rhizobia nodulant la féve a

présenté des resultats semblables aux notres.

Figure 23 : Résultats du test d’oxydase.

3.3. Test du citrate de Simmons

Les souches provenant des nodules de I’espéce Vicia faba. L ont révélé un test de
citrate négatif, ce qui signifie que ces bactéries n’utilisent pas le citrate comme seule source

de carbone.
L’étude présentée par Tamam et Alebejo (2017) a montré le méme résultat.

Nos résultats concordant également avec ce que Belay et Assefa (2011) ont découvert
dans leur recherche sur la diversité symbiotique et phénotypique de la bactérie Rhizobium

léguminosarum isolée des sols Ethiopiens.
3.4. Test du nitrate réductase

Les résultats obtenus aprés la 1lere étape de la lecture ; ¢a veut dire aprés avoir ajouté
les réactifs Nit 1 et Nit 2 ont révélé ’apparition d’une coloration rose pour la souche P3.3, ce
qui signifie qu’elle posséde I’enzyme nitrate réductase (NR+), ainsi qu’elle a réduit les
nitrates en nitrites tandis que les autres sont restées incolores (figure 24). Ce qui nous a permis
de passer a I’étape d’ajout de la poudre de zinc pour confirmer la présence ou 1’absence de
I’enzyme. Les souches testées n’avaient montré aucun changement de couleur, cela indique la

présence de 1’enzyme nitrate réductase chez ces isolats (figure 24).
Ces résultats suggerent que les souches étudiées sont des especes de Rhizobium.

En comparant ces résultats avec ceux obtenus par Tian et al., (2008), nous avons
constaté une différence notable révélant ’absence totale de I’enzyme nitrate réductase chez

les souches isolées a partir des nodules racinaires de la méme espéce étudiée.
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Tandis que, la recherche réalisée en 2006 par Deka et Azad a rapporté la présence de

I’activité réductrice de nitrate chez certaines souches de Rhizobium.

De nombreuses études ont documenté 1’effet négatif du nitrate sur la nodulation
induite par les Rhizobia. En effet, I’abondance de nitrate dans le sol inhibe complétement ou
réduit considérablement 1’efficacité de I’infection des 1égumineuses par des Rhizobia ayant
une activité de nitrate réductase (Lucinski et al., 2002). Donc la capacité a réduire les nitrates

chez les souches de Rhizobium est une caractéristique écologique significative.

ye TErme

.

(@) (b)

-

Figure 24 : Résultat du test de la Nitrate-réductase.
(a) Résultats avant I’ajout du Zinc en poudre, (b) Résultats aprés ajout de poudre de zinc.

Tableau 7 : Résultats des tests biochimiques.

Test Catalase Oxydase Citrate Nitrate
Souches réductase
P1.4 + + - +
P2.GC + + _ +
P2.1GC + + - +
P2.3A + + - +
P2C3 + + - +
P2.3(C) + + - +
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P2.4 + + : +
P3.2 + + - +
P3.2 (A) + + : +
P3.2 (B) + + - +
P3.3 0 0 - *
P3.3’ + + - +
P4.3 + + . +
P4.5 + + - +

+ Résultat positif ; - Résultat négatif
4. Sensibilité aux antibiotiques

Les résultats obtenus ont montré que nos isolats présentaient des variations dans leur

résistance a différents antibiotiques, ils sont consignés dans le tableau 8.

Tableau 8 : Résultats de I’antibiogramme pour les souches testées.

P1.4 P2.1 P2.3C P2.4 P3.2(B) P33 P4.5

AMC S S S R S S S
CRO S S S R S S S
KF R S R R R R R
PRL R S S S S S R
TGC S S S S S S S
F S S S R S S R
TEL S S S R S S S
CPT R S S R S R S
N S S S S S S R
MY R R R R S R S
SPC R S S S S S S
NOR S S S S S S S
MTZ R R R R R R R
™ R S S R S R R

AMC = Amoxicilline ; CRO = Céftriaxone ; KF = Céfalotine ; PRL = Pipéracilline ; TGC =
Tigécycline ; F = Nitrofurantoine ; TEL = Télithromycine ; CPT=Céftazoline ; N =
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Néomycine ; MY = Lincomycine ; SPC= Spectinomycine ; NOR = Norfoxacine ; MTZ =
Métronidazole ; TM = Triméthoprime ; S = sensible ; R = résistant.

Presque toutes les souches ont ¢té sensibles a ’amoxicilline, au céftriaxone et a la
télithromycine, a I’exception de la souche P2.4 qui résiste a ces molécules et la souche P2.1

qui résiste au métronidazole et a la lincomycine.

Les isolats présentaient généralement un profil de sensibilité aux antibiotiques
comparable a celui des autres isolats de Rhizobium en ce qui concerne I'amoxicilline et la

céftriaxone (Elbanna et al., 2009).

La figure (25) représente les résultats du test de sensibilité aux antibiotiques, indiquant

I’apparition de zones d’inhibition autour de la majorité des disques d’antibiotiques.

Figure 25 : Résultat de I’antibiogramme de la souche P2.1.

La figure (26) montre que la totalité des souches présentaient une forte sensibilité a la
norfloxacine et tigécycline mais elles résistent au métronidazole. Une sensibilité significative

a été observée envers la spectinomycine et la néomycine.

Ces résultats sont quasiment similaires a ceux obtenus par Hassan et al., (2015) qui a

trouvé une forte sensibilité la néomycine et norfloxacine chez des souches isolées en Egypte.

La sensibilit¢ a la spectinomycine enregistrée dans ce travail reste relativement

similaire a celle rapportée par Zhang et al., (1991).
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B Sensibilité

W Résistance

Nombre de souches

Antibiotiques

Figure 26 : Résultats de la sensibilité des isolats aux différents antibiotiques.

Dans cette étude, la majorité des isolats testés ont montré une forte résistance a la
céfalotine. Ceci est di a la présence de différentes pompes d’efflux favorisant 1’élimination
des antibiotiques hors de la cellule, aussi par modification de la cible et par diminution de la

perméabilité cellulaire (Cattoir, 2004).

Les bactéries a gram négatif y compris les Rhizobia sont capables d’inactiver les B-
lactamines comme la céfalotine par production des B-lactamases chromosomiques de type

AmpC, qui sont responsables de 1’ouverture du cycle B-lactame (Poirel et Nordmann, 2006).

Certains isolats ont été sensibles a la pipéracilline appartenant a la famille de B-
lactamines mais également a la céftazoline et nitrofurantoine. Par contre, la lincomycine et le
triméthoprime ont présenté une faible activité vis-a-vis de nos souches, ces fortes résistances

avaient déja été prouvées dans une recherche similaire au Soudan (Zhang et al., 1991).

La résistance développée au Triméthoprime par certaines souches de Rhizobium peut
s’exprimer par 1’effet des pompes a efflux mais surtout par une modification du site cible
(dihydrofolate réductase) de I’antibiotique par mutation chromosomique (Naamala et al.,
2016).
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Conclusion

Les Rhizobia sont des bactéries benéfiques qui forment une symbiose avec les plantes
légumineuses comme les féves. Ces bactéries colonisent les racines des plantes et forment des
nodosités ou elles fixent I’azote atmosphérique, aidant ainsi la plante a se développer. En
Algérie, il est intéressant d’étudier les souches des Rhizobia qui nodulent les féves dans le sol,

car cela peut avoir un impact positif sur la production agricole.

Dans notre étude, nous avons analysé des souches bactériennes isolées a partir des
nodules racinaires de la plante Iégumineuse Vicia faba. L, collectée dans trois régions de la

wilaya de Tlemcen, située dans 1’Ouest algérien.

Selon les résultats de I’antibiogramme, nous avons constaté des variations dans la
sensibilité aux antibiotiques chez les souches étudiées. En effet, la presque totalité des

souches étaient sensibles a I’amoxicilline, céftriaxone et telithromycine.

Une forte sensibilité a été observée a la norfloxacine, tigécycline, spectinomycine et
néomycine, mais une résistance au métronidazole et céfalotine a été notée, ce qui peut étre di
a une inactivation enzymatique et a I’effet des pompes a efflux. Certaines souches étaient
sensibles a la pipéracilline, céftazoline et nitrofurantoine, mais résistantes a la lincomycine et

triméthoprime, en raison de modifications chromosomiques.

Considérant les points abordes ci-dessus, nous pouvons conclure que les
caracteristiques morphologiques et phénotypiques étudiées sur des souches nodulant la plante
Vicia faba. L correspondent fortement a celle de Rhizobia. Cependant, cette hypothése ne peut
étre confirmée qu’aprés une distinction appréciable par des études phénotypiques
complémentaires notamment les tests nutritionnels et enzymatiques, les tests symbiotiques
comme le test de nodulation, la caractérisation moléculaire et génotypique des isolats, ainsi
que I’étude de leur résistance aux métaux lourds. Il est également souhaitable d’¢tudier la

compétitivité de Rhizobium vis-a-vis d’autres microorganismes du sol.
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Annexes

Annexes
Annexe 1:
Composition du milieu YMB (Yeast Mannitol Broth)
Mannitol 10.0g
K2HPO4 0.5¢
MgSO47H20 0.2g
NaCl 0.1g
Extrait de levure 0.59
Eau distillée 21000ml
PH 6.8

Autoclavage 120° Pendant 20minutes

Composition du milieu YMA (Yeast Mannitol Agar)
Mannitol 10.0g

K2HPO4 0.5¢

MgSO47H20 0.2g

NaCl 0.1g

Extrait de levure 0.5g

Agar 189

Eau distillée 1000ml

PH 6.8

Autoclavage 120°C Pendant 20minutes
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Composition du milieu YMA + rouge Congo
YMA 1000ml

Solution stock de rouge Congo 10mi

PH 6.8

Autoclavage 120°C Pendant 20minutes

e Solution stock de rouge Congo (0.25g rouge Congo dans 100ml d’eau distillée)

Composition du YMA + bleu de bromothymol
YMB 1000ml

Solution stock de bleu de bromothymol 5ml
Agar 189

PH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20minutes

e Solution stock de bleu de bromothymol (0.5g BTB dans 100m d’éthanol)

Composition du milieu Glucose Peptone Agar (GPA) + pourpre de bromocrésol (BCP)
Glucose 10g

Peptone 5g

Solution stock de bromocrésol 10ml

Eau distillée 1000ml

Agar 189

PH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes
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e Solution stock de bromocrésol : Ajouter du pourpre de bromocrésol (1g de BCP

dans 100ml d’éthanol), apres stérilisation et refroidissement du milieu.
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Annexe 2 :

Tableau : Classe d’antibiotiques et leur propriétés (Todar, 2004).

Chemical class | Examples Biological Spectrum Mode of action
Source (effective
against)
Beta-lactams Penicillin G, Penicillium Gram-positive | Inhibits steps in
(penicillinsand | Cephalothin notatum and bacteria cell wall
cephalosporins) Cephalosporiu (peptidoglycan)
m synthesis and
Species mureinassembly
Semisynthetic Ampicillin, Gram-positive | Inhibits steps in
Penicillin Amoxycillin and cell wall
Gram-negative | (peptidoglycan)
bacteria synthesis and
mureinassembly
Clavulanic Acid | Clavamox is Streptomyces Gram-positive | Suicide inhibitor
clavulanic Clavuligerus and ofbetalactamases
acid Gram-negative
plus bacteria
amoxyecillin
Monobactams Aztreonam Chromobacter | Gram-positive | Inhibits stepsin
Violaceum and cell wall
Gram-negative | (peptidoglycan)
bacteria synthesis and
mureinassembly
Carboxypenems | Imipenem Streptomyces Gram-positive | Inhibits steps in
Cattleya and cell wall
Gram-negative | (peptidoglycan)
bacteria synthesis and
mureinassembly
Aminoglycosides | Streptomycin | Streptomyces Gram-positive | Inhibit
Griseus and translation
Gram-negative | (protein
bacteria synthesis)
Gentamicin Micromonospo | Gram-positive | Inhibit
ra and translation
Species Gram-negative | (protein
bacteria esp. synthesis)

Pseudomonas
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Glycopeptides | Vancomycin Streptomyces Gram-positive | Inhibits steps in
Orientales bacteria, esp. murein
Staphylococcu | (peptidoglycan)
S biosynthesis and
aureus assembly
Lincomycins Clindamycin Streptomyces Gram-positive | Inhibits
Lincolnensis and translation
Gram-negative | (protein
bacteria esp. synthesis)
anaerobic
Bacteroides
Macrolides Erythromycin Streptomyces | Gram-positive | Inhibits
Erythreus bacteria, translation
Gramnegative | (proteinsynthe
bacteria not sis)
enterics,
Neisseria,
Legionella,
Mycoplasma
Polypeptides | Polymyxin Bacillus Gram-negative | Damages
Polymyxa bacteria cytoplasmic
membranes
Bacitracin Bacillus subtilis | Gram-positive | Inhibits steps
bacteria in
murein
(peptidoglycan
)
biosynthesis
and
assembly
Polyenes Amphotericin Streptomyces | Fungi Inactivate
Nodosus membranes
containing
sterols
Nystatin Streptomyces | Fungi Inactivate
Noursei (Candida) membranes
containing
sterols
Rifamycins Rifampicin Streptomyces | Gram-positive | Inhibits
Mediterranei and transcription
Gram-negative | (eubacterial
bacteria, RNA
Mycobacteriu polymerase)
m
tuberculosis
Tetracyclines Tetracycline Streptomyces | Gram-positive | Inhibit
Species and translation
Gram-negative | (protein
bacteria, synthesis)
Rickettsias
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