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Résumé 
 

Résumé : 

 
Ce travail de recherche a pour but d’étudier l’effet des facteurs du milieu sur les bactéries 

nodulant les légumineuses et sur la relation symbiotique avec les plantes légumineuses. Pour 

réaliser cette étude nous avons isolé des bactéries à partir des nodules des plantes légumineuses 

Melilotus sp et Phaseolus vulgaricus situées dans la région de Guelma. Les isolats ont subi une 

identification préliminaire par des tests morphologiques, culturaux et microscopique. Pour voir 

l’effet des conditions du milieu sur la croissance des bactéries, nous les avons cultivés sur des 

milieux de culture avec des modification dans les valeurs de température les degrés de pH et des 

concentrations de NaCl. Nous avons également réalisé des tests de résistance aux antibiotiques et 

de tolérance aux métaux lourds. Les résultats obtenus démontrent une variation de la tolérance des 

rhizobia à ces facteurs et la majorité des isolats ont été adaptés aux variations de stress, ce qui les 

aide à croitre et aide les plantes légumineuses à tolérer les conditions difficiles de milieu. 

Mots clés : rhizobia ; plantes légumineuse, conditions du milieu, adaptation 



Résumé 
 

Abstract: 

This research aims to study the effect of environmental factors on legume nodulating 

bacteria and the symbiotic relationship with leguminous plants. To carry out this study, we isolated 

bacteria from the nodules of leguminous plants Melilotus sp and Phaseolus vulgaricus located in 

the Guelma region. The isolates underwent preliminary identification by morphological, cultural 

and microscopic tests. To see the effect of environmental conditions on the growth of bacteria, we 

cultivated them on culture media with changes in temperature values, pH levels and NaCl 

concentrations. We also carried out antibiotic resistance and heavy metal tolerance tests. The 

results obtained demonstrate a variation in the tolerance of rhizobia to these factors and the 

majority of isolates were adapted to stress variations, which helps them grow and helps leguminous 

plants tolerate difficult environmental conditions. 

Keywords : rhizobia ; leguminous plants, environmental conditions, adaptation 



Résumé 
 

 :ملخص

 

  وsp Melilotus .البقولية النباتات مع التكافلية وعلاقتها البقولية العقد بكتيريا على البيئية العوامل تأثير دراسة إلى البحث هذا هدف

vulgaris Phaseolus  

 باراتالاخت خلال من الأولي للتعريف العزلات خضعت قالمة منطقةفي  الموجودة البقولية النباتات عقد من البكتيريا بعزل قمنا الدراسة، هذه لإجراء

 .والمجهرية والتنماوية المورفولوجية

 جينيالهيدرو االاس ومستويات الحرارة درجات قيم في تغييرات مع غذائية أوساط في بزراعتها قمنا البكتيريا، نمو على البيئية الظروف تأثير لمعرفة

 تحمل في تبايناً عليها الحصول تم التي النتائج توضح .الثقيلةالمعادن  وتحمل الحيوية المضادات مقاومة اختبارات أجرينا كما .الصوديوم كلوريد وتركيزات

 .لصعبةا البيئية الظروف تحمل على البقولية النباتات ويساعد النمو على يساعدها مما الإجهاد، تغيرات مع العزلات غالبية تكيفت وقد العوامل، لهذه الريزوبيا بكتيريا

 

 :المفتاحية الكلمات ,البقوليات  ,الريزوبيا ,الوسط ظروف التكيف
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Introduction 
 

 

Introduction 

 
La symbiose Rhizobuim _ Légumineuses est un processus bénéfique et réciproque 

permet pour les légumineuses (macrosymbiontes) de fixer l'azote atmosphèrique par 

l'intermédiaire des bactéries appelées Rhizobuim (microsymbiontes). Les légumineuses 

sécrètent des composés phénoliques aux attirent ces bactéries. Cette association aboutit à la 

formation d'un petit organe particulier au niveau des racines, le nodule, au sein duquel les 

bactéries, grâce à leur activité nitrogénase, fixent l'azote atmosphérique et transfèrent celui-ci 

à la plante sous une forme combinée assimilable. En contrepartie, la plante fournit les éléments 

nutritifs assurant le développement de la bactérie. C'est donc une véritable symbiose avec un 

échange bénéfique pour les deux partenaires (Gibson et al.,2008). 

La croissance, la survie des rhizobia et l'établissement de la symbiose Rhizobuim- 

légumineuses peuvent être influencés par plusieurs conditions environnementales comme le 

pH du sol, la salinité, le stress osmotique et la température (Graham et Vance, 2000). Ces 

stress peuvent interférer avec les processus d'infection ou de nodulation ou encore influencer l' 

activité fixatrice d'azote après établissement de la symbiose (Hirsch, 1996). 

Les divers stress biotiques et abiotiques peuvent agir à différents niveaux et réduire le 

taux de croissance ainsi que la capacité de survie des rhizobia à l'état saprophytique (en absence 

de la plante hôte). En ce qui concerne la symbiose légumineuses-bactéries du genre Rhizobium, 

Les différentes souches de Rhizobium montrent des variations significatives dans leur efficacité 

symbiotique et leur tolérance au stress. 

L'objectif de notre travail est d'étudier l'effet des conditions extrèmes sur la croissance 

des rhizobia et comprendre les mécanismes d’adaptation de ces bactéries face au stress. 

 

Outre une introduction générale est une conclusion générale, le mémoire est structuré en 

trois chapitres : 

Le chapitre 1 comprend une synthèse bibliographique, ayant pour but de situer le travail 

dans son contexte scientifique, qui présente des généralités sur les BNL, leurs interactions et 

les mécanismes d'adaptation aux conditions extrêmes du milieu. 

Le chapitre 2 présente le matériel et les méthodes des travaux pratiques réalisés. 

Le chapitre 3 interprète les principaux résultats obtenus et leur discussion. 
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1. Interactions symbiotiques plantes légumineuses - bactéries 

 

La symbiose plantes légumineuses bactéries est une association entre les plantes de la 

famille des légumineuses et des bactéries de type Rhizobuim permettant de réduire l'azote 

atmosphérique en des formes assimilable par les plantes. À bénfices réciproque, cette 

association donne lieu à des interactions multiples entre les deux partenaires. Au cours de ces 

interactions, un nouvel organe, le nodule, est formé sur les racines ou plus rarement sur les tiges, 

c'est au sein de cet organe que l'azote atmosphérique est fixée par les bactéries (Foussou, 2001). 

Bien que la symbiose légumineuses -Rhizobuim soit une interaction hautement adaptée 

et regulée, il ne s'agit pas d'une interaction obligatoire ou permanente. En effet, les deux parties 

peuvent vivre indépendamment et de manière autonome (Kneip et al., 2007). 

Lorsque cette symbiose a lieu, elles présentent de nombreux intérêts aussi bien pour les 

deux partenaires que pour la pratique agricole (Foussou, 2001). En effet, elle permet d'avoir 

une bonne croissance des plante sur des sols carencés en azote (Foussou, 2001). De ce fait, cette 

symbiose est indubitablement le facteur major à l'origine du grand succès de la famille des 

légumineuses parmi les végétaux (Noel, 2009). A l'opposé, la plante subvient aux besoins 

énergétiques de la bactérie au cours de cette symbiose en fournissant des substances carbonées 

résultant de la photosynthèse. Elle lui offre également un microenvironnement très particulier 

et nécessaire à la fixation de l'azote. Par ailleurs, outre l'augmentation au niveau du sol de la 

population des rhizobia spécifiques à la légumineuses hôtes après culture, la symbiose fournirait 

un cadre de production bénéfiques qui favoriserait l'évolution des espèces bactériennes (Noel, 

2009). 

Les bienfaits apportés par les Rhizobuim sur les plantes et leur environnement laissent 

entrevoir un apport positif pour l'agronomie car cette symbiose produit assez d'azote assimilable 

ce qui permet de diminuer la pollution. En effet, cet azote nécessaire pour la croissance et le 

développement de la plante et contribue a l'amélioration du bilan azoté des sols (Farissi et al., 

2014). 
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Figure 1 : Etablissement des symbioses rhizobiennes (Sobti, 2013). 

 

1.1. Généralités sur le microsymbionte rhizobia 

 

Les rhizobia sont des bactéries capables de former des nodules et établir une symbiose 

avec les racines ou les tiges des plantes légumineuses. Pendant le processus symbiotique, les 

rhizobria réduit l'azote atmosphérique à une forme assimilable directement par les plantes 

(Barrada et Fikri Benbrahim, 2014). 

Les Rhizobia sont des bactéries bactéries du sol, en forme de bâtonnet à Gram négatif, 

strictement aérobies non sporulantes, et généralement mobile grace à la présence d'un ou 

plusieurs flagelles (Jordan, 1984 et Werner, 1992). Ces bactéries peuvent exister sous deux 

formes : la forme végétative que l'on trouve dans le sol et la forme bactériode que l'on rencontre 

à l'intérieur des cellules de cortex racinaire (Werner, 1992). 

La température optimale de croissance est de 28°C et le pH optimale est de 6 à 7 plus 

précisément 6,8 mais certaines souches tolérent les environnements acide (pH= 4) tel que 

Rhizobuim japonicum (Somasegaran et Hoben, 1994). 

Les Rhizobia à croissance rapide produisent une turbidité dans le milieu liquide en 2 à 3 

jours. Les Bradhyrhizobuims à croissance lente, produisent une turbidité dans le milieu liquide 

dans 3-5jours. Les rhizobia cultivées nécessitent un milieu de culture qui contient une source 

de carbone, une source d'azote et des sels minéraux (Somasegaran et Hoben, 1994). Elles sont 

des bactéries hétérotrophes, utilisent des carbohydrates simples tels que le glucose, le 

saccharose, le mannitol et des composés aminés. Certaines espèces exigent des vitamines 

(Somasegaran et Hoben, 1994). 



Revue bibliographique Chapitre 1 

4 

 

 

Le Yeast mannitol agar (YMA) est un milieu solide favorable pour la culture de 

Rhizobuim, sur lequel, la colonie apparît ronde, blanche ou ruguereuse. Les colonies jaunes sont 

pâles, en particulier dans les cultures plus anciennes (Somasegaran et Hoben, 1994 ; Vincent, 

1970). 

La génétique du Rhizobuim n'est pas chose simple, en raison du grand nombre de génes 

impliqués dans la symbiose et les nombreuses particularités d'une souche à l'autre (Gharzouli, 

2006). Le génome des bactéries est constitué en plus de l'ADN chromosomique, d'ADN 

plasmidique qui peut constituer jusqu'à 50 % du génome entier (Squartini et al., 2002). La 

taille des génomes rhizobiens connus varie de 5,4 à 9,2 Mb (Laranjo et al., 2014). La présence 

d'un plasmide de grande dimension ou mégaplasmide (Psym) est une caractéristique 

intéressante dans toutes les souches de Rhizobuim meliloti (Gharzouli, 2006). 

1.2. Généralités sur le macrosymbiote plantes légumineuses 

 

La famille des légumineuses ou Fabacées est la troisième des plus grandes familles de 

plantes à fleurs (après les orchidées et les astéracées), avec environ 650 genres et près de 20000 

espèces (Gepts et al., 2005). Ces espèces sont réparties en trois sous-familles : Mimosoideae, 

Cesalpinioideae, et Papilionoideae (Doyle et Luckow, 2003). Elles constituent de loin le groupe 

le plus important de plantes participant à la fixation de l'azote avec des bactéries symbiotiques 

(Raven et al., 2000). 

- Les Cesalpinioideae : ce sont majoritairement des arbres ou des arbustes tropicaux ou 

subtropicaux. Leur fleur irrégulière possède 5 pétales non différenciés et des étamines 

visibles extérieurement (Judd et al., 2001). 

- Les Mimosoideae : Ce sont pour la plupart des arbres tropicaux. Leurs fleurs sont 

régulières, petites, groupées souvent sous forme de pompons. Les étamines sont les 

parties les plus visibles de la fleur (Judd et al., 2001). 

- Les Papilionoideae : Dans cette sous-famille dont le genre Phaseolus fait partie, 97% 

des espèces examinées peuvent être nodulées. La majorité des espèces sont herbacées ; 

leur fleur est irrégulière composée de 5 pétales : un étendard, deux ailes et deux pétales 

partiellement fusionnés en une carène (Judd et al., 2001). 

Les légumineuses sont cultivées principalement comme source de protéines pour la 

consommation humaine (haricot, pois, fève,) ou l’alimentation animale (soja, luzerne) grâce 

à la fixation symbiotique de l’azote. Elles sont aussi une source importante d’huiles 

végétales (arachide) et de bois de qualité (bois de rose, ébène). 
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1.2.1. La légumineuse Phaseolus 

 

Le genre Phaseolus se classe dans la sous-tribu des Phaseolinae, tribu des Phaseoleae, 

famille des Fabaceae sous-famille Papilionoideae et ordre des Fabales. Au sein des 

Phaseolinae (à stylet barbu sous le stigmate), les deux genres Phaseolus et Vigna sont les plus 

importants et contiennent à eux seuls le plus grand nombre d’espèces cultivées comme 

légumineuses vivrières. La section Phaseolus du genre Phaseolus est la plus importante et 

regroupe notamment les cinq espèces cultivées : P. acutifolius A. gray., P. coccineus L., 

P. lunatus L., P. polyanthus greenm. et P. vulgaris L. Comme pour la plupart des espèces du 

genre, le génome du phaseolus comprend 11 paires de chromosomes (2n=22) (Maréchal et al., 

1978 ; Baudoin et al., 2002 ; Freytag et Debouck, 2002 ; Gepts et al., 2008). L’origine de 

cette légumineuse est de l’Amérique latine et centrale, le haricot comme sous le nom 

scientifique de Phaseolus vulgaris parmi les légumineuses qui ont été domestiquées depuis plus 

de 8000 ans (Gepts et Debouck, 1991) et occupe une place importante dans le système agricole 

de presque touts les pays tropicaux (Kplan, 1981 ; Gepts, 1990). L’haricote était cultivé par 

les tribus indiennes du Mexiques ainsi qu’au Pérou. 

Phaseolus vulgaris est une plante herbacée avec un port qui peut changer d’une variété à 

une autre. Deux grands groupes sont distingués les variétés à tige volubile qui peut atteindre 3m 

de hauteur, ces variétés ont besoin de support pour soutenir la tige, et les variétés naines à tige 

ramifiée de 40 à 60 cm de hauteur (Guignard, 1998). L’espèce P.vulgaris est une plante 

annuelle à végétation rapide son cycle est de 9 à 20 jours (Peron, 2006). Le système radiculaire 

est profond et peut descendre jusqu’ à 1.20 m. Après 15 à 20 jours des semis, des nodules 

peuvent se former sur ces radicelles (Adams et al., 1985). 

 

Figure 2 : Phaseolus vulgaris et leur graines (Anonyme, 2009). 
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1.2.2. La légumineuse Melilotus sp 

 

Melilotus est un genre des légumineuses qui appartient à la famille des Fabaceae, sous 

famille des Papilionoideae, il inclut 25 espèces, caractérisées par des rendements importants en 

graines, une tolérance aux températures extrêmes et un taux de fixation d'azote supérieur aux 

autres légumineuses. Le Mélilot jaune est une plante d'origine méditerranéenne, annuelle 

rarement vivace, éphémère à feuilles trifoliolées dentées foliole médiane pétiolée, les latérales 

subsessiles. Deux stipules adnées au pétiole. Les fleurs sont petites en grappes axillaires, les 

gousses ont généralement une ou deux graines (Baba Abri, 2016). 

 

 
Figure 3 : Plante légumineuse Melilotus [1]. 

 

1.3. Fixation biologique de l’azote 

 

La fixation biologique de l'azote atmosphèrique est le processus par lequel certains 

microorganismes transforment l'azote de l'air (N2 ou diazote) en ammoniac (Huheevet et al., 

1996 ; Rose et Mueller, 2006). 

Les fixateurs libres d’azote sont représentés essentiellement par des Azotobacter, 

Beijerinckia, Clostruduim, Rhodosprillum (Mouafek, 2010). Les fixateurs symbiotiques sont 

présentés par les Rhizobia, l'un des principaux groupes et le plus anciennement connu, 

s'associent aux légumineuses et les Frankia, bactéries filamenteuses spoorulantes 

(actinomycétes) associées à des arbres et des arbustes comme les Casuarina, les Myrica et les 

Alnus (Rabah,2009). 

Le processus symbiotique aboutit au développement sur le système racinaire, de nodosités 

plus communément appelées nodules actinorhiziens ou actinorhize, qui abritent le 
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microorganisme. Au sein de ces structures, la plante hôte fournit des substrats carbonés à 

Frankia qui, en retour, transforme l'azote atmosphèrique en ammoniac nécessaire à la croissance 

du partenaire végétal. Moins étudiée que la symbiose Rhizobuim- Légumineuses, la symbiose 

actinorhiziennes permet une fixation d'azote comparable et joue un rôle important au niveau 

écologique (Benabdoun et al., 2012). 

1.3.1. Les molécules clés de la fixation de l’azote 

 La nitrogénase 

 

C'est une enzyme bactérienne, responsable de la fixation de l'azote et de sa transformation 

en amonuim directement assimilable par la plante qui peut représenter jusqu'à 10% des protéines 

solubles des bacéroïdes (Ramdane et Boukarana, 2016). La nitrogénase bactériostatique 

catalyse la réduction à six éléctrons de N2 en ammonium et à une réduction associée de 2H + en 

H2O2 qui utilise 16 à 18 molécules d'ATP (White et al., 2007). 

 

 
Figure 4 : Représentation du complexe nitrogénase. 

 

 La léghémoglobine 

 

C’est une protéine pigmentée de couleur rose foncée. Elle rassemble beaucoup à 

l'hémoglobine des animaux, elle fixe l'oxygène gazeux rejeté par la photosynthèse et qui 

inhiberait la nitrogénase de la bactérie. Elle laisse suffisamment d'oxygène pour la respiration 

des bactéries (Suty, 2015). 

1.4. La nodulation 

 

L'établissement de l'association symbiotique, la formation des nodules et la fixation de 

l'azote sont la conséquence d'une série d'interaction contrôlée par des signaux moléculaire entre 

la plante et son hôte bactérien. L'organogénèse des nodosités, depuis l'infection jusqu'au 

développement, est aujourd'hui parfaitement bien connue (Madigan et al., 2007). 
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1.4.1. Préinfection 

 

Le processus de nodulation commence par un échange de signaux entre la plante hôte et 

la bactérie. En condition de carence en ions d'ammonium (NH4
+), les plantes produisent des 

flavonoïdes (molécules signales) au niveau de leurs racines (Patriarcat et al., 2004). 

1.4.2. Infection 

 

L'infection consiste en la pénétration des Rhizobia en différents points du système 

racinaire (Hopkins, 2003). Lec bactéries s’attachent aux racines par l'intermédiaire d'une 

molécule d'adhésion spécifique, la rhicadhésine, localisée à la surface des cellules de rhizobia, 

la rhicadhésine est une protéine qui lie le calcium. Des lectines sont également impliqués dans 

l'adhésion mais elles participent à un degré moin que la rhicadhésine (Perry et al., 2004). La 

bactérie doit traverser la paroi de la cellule hôtes de façon à entrer dans l'espace situé entre la 

paroi et le plasmalemme (Hopkins, 2003). 

1.4.3. Développement du nodule et maturation des bactérioïdes 

 

À l'intérieur du cordon, les bactéries se multiplient et se libérent dans le cytoplasme des 

cellules corticales, par le biais du cordon, ce qui entraîne la formation du méristéme, dont 

l'activité et responsable de la formation du nodule, où les bacilles se divisent irréversiblement 

en bactéroïdes ou endosymbioses. Ces dernièrs, de forme irréguliere, ont un volume supérieur 

à des formes libres. Leur division et la production de protéines Nod sont arrêtées, tandis que les 

bactéroïdes se concentrent sur la production de nitrogénase nécessaire à la fixation de l’azote 

atmosphérique (Dupuy et Nougier, 2005). 

Le nodule se forme lorsque les cellules du cortex se multiplient. Il est responsable de la 

production de pigments tels que la léghmooglobine, qui sont fabriqués à l'intérieur du 

cytoplasme des cellules de la plante (Fitouri, 2011). La léghmooglobine a pour fonction de 

maintenir une concentration élevée d'oxygène dans l'environnement de l'enzyme, ce qui est 

compatible avec le processus de fixation de l'azote pendant la transition vers l'état symbiotique. 

Les gènes responsables du métabolisme basal des bactéries sont fortement réprimés et ceux 

responsables de la fixation et de l'assimilation de l'azote sont surexprimés (Becker et al., 2004). 

Il ya quelques rares cellules bactériennes quiescentes, de forme bacillaire dans les nodules. La 

survie et la multiplication de ces cellules dans le sol aprés la mort de la plante hôte sont 

possibles. Elles ont la capacité de contaminer les racines des plantes introduites dans le même 

milieu (Perry et al., 2004). 
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Figure 5 : Différentes étapes de l’établissement de la symbiose rhizobia-legumineuses 

 

(Rodriguez-Navarro et al., 2007). 

 

2. Mécanisme d'adaptation des rhizobia aux conditions extrêmes du milieu 

2.1. Adaptation à la température 

 

La température joue un rôle important sur les équilibres microbiens du sol. Chez les 

rhizobia, les hautes températures peuvent empêcher la nodulation et inhiber la fixation de l'azote 

atmosphérique. Les températures élevées engendrent également la déshydratation et la 

dégradation des enzymes de la voie métabolique des rhizobia induisant chez ces derniers, des 

modifications physiologiques, génétiques et biochimiques (Zahran, 1999 ; Nandal et al., 

2005). 

Les basses températures entraînent la gélification de l'eau cellulaire et l'inactivation 

parfois irréversible des enzymes. Zhang et al. (1996) ont rapporté que les températures basses 

extrêmes inhibent l'expression des génes nod empêchant ainsi, l'infection et la nodulation. 

Le stress thermique est un facteur environnemental majeur pouvant nuire à la croissance 

et à la survie des rhizobia (Hungria et Vargas, 2000), bien que la tolérance à la chaleur puisse 

varier considérablement (Rodrigues et al., 2006). En général, les rhizobia prospèrent entre 25 

et 31 °C, les limites supérieures se situant entre 32°et 47 °C. Cependant, certaines souches 

peuvent s'adapter à des températures supérieures à 47°C. La tolérance à la chaleur varie 

considérablement selon les espèces ; par exemple, des souches Rhizobuim isolée de nodules de 
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Sesbania aculeata ont été cultivée à 50 et 65 °C, mais pendant de courtes périodes 4 et 2 heures 

respectivement, à pH 7 (Kullkarni et al., 2000). Ils sont face au stress thermique en utilisant 

plusieurs mécanisme qu'il sont développés, tel que l'expression de protéines de choc thermique 

(HSP), qui sont impliqués dans le repliement, la stabilisation et la dégradation des protéines 

(Münchbach et al., 1999). 

2.2. Adaptation au pH 

 

Le pH du sol joue un rôle prépondérant aussi bien dans la survie et la prolifération des 

rhizobactéries que dans la croissance de leur plante hôte. Les pH extrêmes affectent 

considérablement tous les stades de la symbiose légumineuse-rhizobia. Ils occasionnent une 

perte d'environ 25% de la production agricole mondiale observée dans les terres cultivables. 

Les rhizobia adoptent des mécanismes différents pour survivre dans les conditions acides du sol 

(Zahran, 1999). Ces mécanismes incluent entre autres l'exclusion des protons H+ (Chen et al., 

1993), la forte teneur en potassium et en glutamate du cytoplasme des cellules stressés (Aarons 

et Graham, 1991), le changement de la composition du LPS (Chen et al., 1993) et 

l'accumulation de polyamines (Fujihara et Yoneyama,1993). Chez plusieurs bactéries comme 

R.leguminosarum biovar trifolii, ces mécanismes ont été décrits comme une réponse adaptative 

au pH du milieu. Donc la sélection des souches de Rhizobuim plus tolérantes au faible pH 

permet d'améliorer la tolérance des légumineuses à l'acidité (Correa et Barneix, 1997). 

L'alcalinité est moins néfaste pour la survie des rhizobia. Jordan (1984) a montré que la 

majorité des bactéries peuvent tolérer des pH allant jusqu'à 9. 

2.3. Adaptation à la salinité 

 

Le stress salin affecte d'une manière délétère la croissance et la persistance des souches 

rhizobiales dans le sol. Toutefois, la croissance des rhizobia sous des conditions salines varie 

d'une espèce à l'autre et d'un type de sel à l'autre (El Sheikh & Wood, 1990). Il peut aussi 

affecter certains processus physiologiques de la symbiose légumineuse-rhizobia et le 

développement des nodules. En général, les premières étapes de la nodulation sont plus 

sensibles au stress salin que plus tard. En effet, le sel inhibe l'activité de la nitrogénase et la 

respiration nodulaire entrainant ainsi, une diminution des teneurs en azote total dans la plante 

(Salehi et al. 2008; Arrese-Igor et al., 2011; Faghire et al., 2011). La réduction de l'activité 

fixatrice de N₂ pour le stress salin est généralement due à la réduction de la respiration nodulaire 

(Aydi et al., 2008). Cette réduction est liée à une limitation de l'oxygène, 
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de l’azote atmosphérique ou d’une diminution de la production de la léghemoglobine par les 

nodules (López et al., 2008). 

De nombreuses espèces bactériennes s'adaptent aux conditions salines par l'accumulation 

intracellulaire des molécules organiques appelées les osmolytes. Les rhizobia utilisent ces 

mécanismes d'adaptation osmotique. Plusieurs molécules ont été identifiées comme osmolytes. 

Par conséquent, au moins deux classes distincts d'osmoprotecteurs existent : ceux tel que la 

glycine bétaïne ou le glutamate qui actent comme osmolytes authentique, et ceux tel que 

l'ectoïne qui agissent comme médiateurs chimiques. Le changement morphologique des cellules 

bactériennes a été décrit comme autre mécanisme d'adaptation au stress salin. La structure des 

cellules rhizobiales a paru comme spirale ou filmanteuses, l'ultrastructure a été affectée 

sévèrement, l'enveloppe cellulaire a été déformée et le cytoplasme été interrompu (Preifer et 

al., 2011). 

2.4. Tolérance aux métaux lourds 

 

Certaines données de la littérature, rapportent que la présence de métaux lourds semble 

avoir un effet sur la fixation de l'azote atmosphérique, sur la biomasse et leur diversité ainsi que 

la taille de la plante. Selon des essais faits sur des sols contaminés par le cadmium (Cd), le zinc 

(Zn) et le plomb (Pb), ont rapporté uniquement une perte mineure de l'activité de la nitrogénase, 

de la taille des plantes et de la nodulation. En effet, la capacité fixatrice d'azote est maintenue. 

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

Peirera et al. (2006) ont montré que R.leguminosarum bv. Viciae était capable de résister 

à de fortes concentrations en Cd grâce à la synthèse intracellulaire de biomolécules 

(polysaccharides, thiols et acides organiques) capables de séquestrer le Cd et ainsi de limiter sa 

toxicité et les dommages éventuels. De plus, les autres souches ont aussi mis en évidence la 

production extracellulaire de lipopolysaccharides de surfcae (LPS) pour immobiliser le Cd sur 

la paroi cellulaire et limiter alors son entrée dans la cellule (Blenciwe et Morby, 2003 ; 

Choudhury et Srivastava, 2001). 

Le système d’efflux est un mécanisme important impliqué dans la résistance au Zn. Il 

réalise le transport actif des ions métalliques via plusieurs protéines. Les protéines de transport 

qui sont responsables du transport du zinc à travers la paroi cellulaire chez les bactéries à Gram 

négatif sont les « Cation Diffusion Facilitator » (CDF), les « Resistance Nodulation celle 

Division » (RND) ainsi que les P-types ATPases (Choudhury et Srivastava, 2001 ; Silver et 

Phung, 2005). 
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Les microorganismes possèdent en général une combinaison de mécanismes d’adaptation 

(Pavel et al., 2013). 

 

a) L'exclusion des métaux lourds à travers les barrières perméables. 

b) La séquestration inta/extracellulaire. 

c) La présence des pompes d'efflux actifs 

d) La réduction enzymatique 
 

 

 
Figure 6 : Mécanismes de résistance au zinc chez les bactéries (Choudhury et Srivastava, 2001) . 

2.5. Résistance aux antibiotiques 

 

La résistance aux antibiotiques chez les rhizobia implique différentes mécanismes : 

 

 Modification du site cibles 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 tel que l'ARN ribosomique 

(Wright, 2005). 

 Modification enzymatique 

 

La bactérie produit des enzymes modificatives qui ciblent spécifiquement et neutralisent 

l'efficacité des antibiotiques (Wright, 2005). En effet, elle peut acquérir des génes de résistance 

qui codent des enzymes comme les B-lactamines qui sont capables de détruire l'agent 
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antibactérien sous une forme non toxique pour Les cellules bactériennes avant qu’ils 

n’atteignent son cible (Hastings, et al., 2004 ; Tenover,2006). 

 Développement des pompes à Efflux 

 

Les bactéries peuvent développer des pompes d'efflux qui éjectent l'agent antibactérien 

hors de la cellule avant qu'il puisse atteindre son site d'action et exercer son effet (Tenover, 

2006). Ce processus nécessite l'énergie sous forme d’ATP. L'agent antibiotique est explusé du 

système bactérien sans êtres altérer ou dégradé. Ce mécanisme peut engendrer la résistance à 

plusieurs antibiotiques, car une seule pompe à efflux peut éliminer plusieurs antibiotiques 

(Naamala et al., 2016). 

 Altération et modifications de la perméabilité de la paroi cellulaire 

 

Les bactéries rhizobiales peuvent développer des mutations qui restreignent l'accès des 

agents antimicrobiens au site cibles à l'intérieur de la cellule. Par ailleurs, les bactéries ont la 

capacité d'acquérir divers génes impliqués dans une voie métabolique conduisant à la 

production de paroi cellulaire bactérienne altérées, déprouvues de sites de liaison pour l'agent 

antibiotique De ce fait, l'antibiotique est explusé de la cellule (Tenover, 2006). 

 

 
Figure 7 : Schéma général des mécanismes de résistance aux antibiotiques 

 

(Bouyahya, et al.,2017). 
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1. Description de la zone d’étude 

 

Les deux plantes "Melilotus sp et Phaseolus vulgaricus utilisée dans cette étude ont été 

prélevées de la région de Guelma. 

La région de Guelma est située à 116 km à l'Est de Constantine, à 65 km au Sud-Ouest 

d'Annaba, à 77 km à l'Ouest de Souk Ahras et à 537 km à l'Est d’Alger. Elle culmine à la côte 

de 290 m et recouvre une superficie de 4 101 km (A.B.H, 2005). Guelma situe au cœur d'une 

grande région agricole à 290 m d'altitude, entourée de montagnes (Maouna, Debagh, Houara) 

ce qui lui donne le nom de ville assiette, sa région bénéficie d'une grande fertilité grâce 

notamment à la Seybouse et d'un grand barrage qui assure un vaste périmètre d'irrigation. La 

région septentrionale de la wilaya est dominée par un climat subhumide, alors que sa partie 

méridionale est caractérisée par un climat semi-aride. Les températures moyennes varient entre 

4 °C en hiver et 41° C en été. Les précipitations annuelles varient entre 654 et 1000 mm 

(Haddad et al., 2015). 

 

 
Figure 8: Localisation géographique de la zone de prélèvement. 

 

2. Collecte des nodules 

 

La collecte des nodules est faite à partir de la plante légumineuse "Mellilotus" et 

"Phaseolus vulgaris" située dans la région de Guelma (l’Est de l’Algérie). La récolte est réalisée 

suivant la méthode de Vincent (1970) et Somasegaran (1994) qui consiste à : 
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Creuser environ 15 cm autour de la plante et 20 cm dans le sol pour extraire la plante et 

son appareil racinaire, puis enlever soigneusement le sol et casser les blocs de sol avec 

précaution pour éviter d’endommager les racines et les racines secondaires ou beaucoup de 

nodules sont souvent trouvé. Placer délicatement la plante dans un sachet de plastique. 

Au laboratoire, enlever la partie supérieure de la plante, ensuite, on rince les racines avec 

précaution sous un courant d'eau afin d'éliminer les résidus de terre, puis on les sèche avec du 

papier filtre. Pour des raisons de stockage et d’isolement, les racines doit être coupées à l’aide 

d’un couteau de 1 à 2 mm de site d’attache de nodules, ce qui maintient les nodules intacts et 

améliore les chances d’obtenir des cultures viables et propres de bactéries. 

 

 
Figure 9 : plante légumineuses Melilotus. 

 

 

Figure 10 : plante légumineuses Phaselous. 
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3. Conservation des nodules 

 

Les nodules séchés au papier filtre sont conservés immédiatement au réfrigérateur à 4°C 

pour un usage immédiat. 

Pour une langue période de stockage allant de 6 à12 mois, la dessiccation est vivement 

recommandée. La méthode utilisée est celle décrite par Vincent (1970) et Somasegaran et 

Hoben (1994). La conservation et la dessiccation des nodules sont réalisées dans des flacons 

en verre contenant le chlorure de calcium CaCl2 et une couche de coton sur laquelle on dépose 

les nodules. 

 

 
Figure 11 : Conservation des nodules sous CaCl2 (Vincent, 1970). 

 

4. Isolement des bactéries à partir des nodules 

Les nodules qui sont déjà conservés précédemment dans CaCl2 sont placés dans un tube 

qui contient l’eau distillée pendant 24 heures à 4°C, puis 1heure à une température ambiante. 

 

4.1. Stérilisation des nodules 

Dans un tube à essais stérile, les nodules sont immergés dans l’éthanol 95% pendant 5 à 

10 secondes, puis transférés dans une solution de Chlorure de Mercure (HgCl2) acidifiée 

pendant 3min, ensuite rincés dans l’eau distillé stérile 10 fois, puis on les laisse dans l’eau 

distillée stérile pendant 1heure après le dernier rinçage. 

4.2. Isolement des bactéries selon la méthode des nodules écrasés 

Dans une boite de pétri stérile sont déposées 2 à 3 gouttes d’eau distillé stérile. Dans 

chacune d’elles est déposé un nodule stérile. Les nodules sont écrasés avec une pince stérilisée 

par immersion dans l’éthanol et flambage au bec bunsen. 
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Après l’écrasement et l’obtention d’un jus trouble et à l’aide d’une anse de platine 

stérilisée prélever la suspension de nodule est étalée selon la technique des trois cadrons Sur la 

surface des milieux YMA+ Rouge Congo, GPA+ Bromocrésol pourpre (Annexe 1), puis incubé 

à 30°C pendant 24 à48 heures (Vincent ,1970). 

 

 
Figure 12 : Ensemencement par la technique des cadrans (Vincent ,1970). 

 

5. Caractères culturaux et morphologiques 

Les isolats des deux plantes sont ensemencés sur les milieux solides : YMA (Yeast 

Mannitol Agar), YMA + RC (Yeast Mannitol Agar + Rouge de congo), YMA + BTB (Yeast 

Mannitol Agar + Bromothymol Blue) et GPA + BCP (Glucose Peptone Agar +Bromocrésol 

Pourpre) et sur le milieu liquide YMB (Yeast Mannitol Broth) afin de déterminer leurs 

caractères culturaux et morphologiques. Les boites des différents milieux et les tubes YMB sont 

incubés à 30°C et la lecture est faite après 24 et 48 heures. 

6. Examen microscopique par la coloration de Gram 

C’est une coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi 

bactérienne et d’utiliser ces propriétés pour les distinguer et les classifier. 

Après préparation de frottis, le protocole expérimental consiste à : 

- Recouvrir le frottis par le violet de gentiane et laisser agir pendant 1 minute. 

- Ajoutée la solution lugol et laisser agir pendant 30 secondes. 

- Incliner la lame et laisser tomber goutte à goutte l’alcool acétone. 

- Laver à l’eau distillée. 

- Recolorer avec de la fuschine et laisser agir 1 minute. 

- Laver à l’eau distillée. 
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- Observer au microscope. 

7. Conservation des isolats 

La conservation des souches se fait sur l’YMA additionné de CaCO3 (3g/l) comme agent 

neutralisant de l’acidité. 

Le milieu est coulé sous forme de gélose inclinée. A partir d’une culture bactérienne en 

phase de croissance exponentielle, on effectue des stries régulières sur la surface de la gélose. 

Après incubation à 30 °C pendant 3 à 4 jours, les tubes sont conservés à 4 °C au réfrigérateur. 

Cette méthode permet une conservation de 6 à 12 mois. 

 

Figure 13 : Conservation des souches dans CaCO3 . 

 

Tableau 1: souches utilisées dans cette étude. 

 

Isolats de plante 1 P1 P2 P3 P4 P5 P6 

Isolats de plante 2 M1 M2 M3 M4 M5 M6 

 

8. Effet des conditions de croissance sur les souches bactériennes 

8.1. Effet de la temperature 

Afin d’évaluer l’effet de la température sur la croissance, les souches des deux plantes 

sont ensemencées sur le milieu YMA et incubées à différentes valeurs de température allant de 

4°C jusqu’à 50°C. La lecture est réalisée après 24 et 48 heures. Pour la température 4°C les 

boites sont observés quotidiennement jusqu’à 10 jours. 
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8.2. Effet du pH 

Le test est réalisé dans le milieu YMB avec différentes valeurs du pH : 4 ; 5 ; 6 ; 6,8 ; 

7 ; 8 ;9 ; 10. Incuber les tubes à une température de 30°C pendant 24 heures. La mesure de 

croissance est évaluée par la lecture de la densité optique à une longueur d'onde de 620 nm. 

 

Figure 14 : Mesure de pH= 5 sur milieu YMB. Figure15 : Mesure de pH=4 sur milieu YMB. 

 

 

8.3. Effet du NaCl 

Pour ce test on a utilisé le milieu YMA avec différentes concentrations du NaCl : 0,1%, 

1%, 2%, 3%, 5% et 10%. 

Les boites sont incubées à 30°C pendant 24 et 48 heures. 

8.4. Effet des antibiotiques 

L’antibiogramme est réalisé sur milieu Mueller-Hinton. L’ensemencement doit se faire 

dans les 15 minutes qui suivent la préparation de l’inoculum. Il est réalisé par écouvillonnage 

de telle façon à avoir après incubation des colonies distinctes mais jointives. L’inoculum est 

préparé en prélevant 1 à 10 colonies pour faire une suspension équivalente à un bouillon de 18 

heures dans de l’eau physiologique. 

Déposer les disques d'antibiotiques à la surface de la gélose en les appliquant délicatement 

à une pince stérile. Etuver 24 heures à 30°C. 

Les antibiotiques utilisés sont : Ri fampicine , Vancomycine, Cefoxitine, Gentamicine. 

Après incubation, une lecture est effectuée en mesurant les diamètres des zones 

d’inhibition pour chaque antibiotique. 

8.5. Effet des métaux lourds 

Pour évaluer l’effet des métaux lourds sur la croissance des isolats, nous avons utilisé le 

milieu TYA (Tryptone Yeast Agar) incorporé avec différentes concentrations de métaux lourds. 
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Les métaux lourds testés sont le chlorure de mercure (HgCl2) avec les concentrations de 

500 µg/ml et 1000 µg/ml et le chlorure de zinc (ZnCl2) aux concentrations de 1000 µg/ml et 

2000 µg/ml. Les résultats sont observés après 7 jours incubation à 30°C. 
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1. Étude morphologique des isolats 

1.1. Caractères culturaux et morphologiques 

1.1.1. Sur milieu YMA 

L’étude des caractères culturaux des isolats au bout de 24 à 48 heures montre qu'ils ont 

bien poussé sur milieu solide YMA. Les colonies sont généralement visibles en 48 heures donc 

elles ont une croissance rapide. Elles présentent une surface lisse d’une couleur blanche ou 

beige. Elles sont circulaire, convexes et une consistance crémeuse et visqueuse avec une texture 

homogène et translucide, semi translucide ou opaques, et mucilagineuse. La viscosité des 

colonies est due à la production massive d'exopolysaccharides qui peuvent avoir un rôle dans 

la tolérance des souches à la salinité. 

Les colonies apparaissent sur milieu YMA au bout de 24 heures et se distingue par une 

production de poly B-hydroxybutyrate (PHB). Elles ont une couleur blanche ou crème, forme 

homogéne et un aspect lisse brillant avec une texture translucide (Jordan., 1984). 

 

 
Figure 16 : croissance sur milieu YMA. 

1.1.2. Sur milieu YMB 

La croissance sur milieu YMB après 24 à 48 h, se traduit par l'apparition d'un trouble pour 

toutes les souches. 
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Figure 17 : : croissance Sur milieu YMB. 

 

1.1.3. Sur YMA-RC 

 

Les résultats montrent que la souche P3 absorbe bien le rouge Congo par contre les 

souches P1, P2, P4, P5, P6 l’absorbent légèrement. Pour les isolats de Melilotus, à l’exeptoion 

des souches M1, M6 qui n’absorbent pas le rouge Congo le reste des isolts l’absorbent bien. 

Ces résultats sont en accord avec ceux de Howieson et Dilworth (2016) qui démontrent 

qu’un des isolats n’absorbent pas le rouge Congo contrairement à la souche de Sinorhizobium. 

 

Figure 18 : croissance sur milieu YMA+RC. 

 

1.1.4. Sur GPA-BCP 

Pour le milieu GPA-BCP, la plupart des souches M1, M2, M3, M4, M5 provoquent une 

modification de pH et changent la couleur violette du milieu vers le jaune. Pour la souche M6 

il y a une légère modification du couleur du milieu pour les isolats de Phaseolus. On a trouvé 
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que la souche P4 acidifie le milieu et le reste des isolats font un virage partiel du milieu. 

Les souches isolées par Benhmed (2010) et ceux de Torche (2006) sur le milieu GPA- 

BCP ne modifient pas le pH du milieu et il n y a pas une acidification du milieu. 

 

 
Figure 19 : croissance sur le milieu GPA-BCP. 

1.1.5. Sur YMA-BTB 

A l’exception de la souche M6, les isolats de Melilotus sur YMA-BTB acidifient le milieu 

et provoquent un virage de couleur de vert vers le jaune. Les résultats des souches P4, P6 et P3 

montrent une bonne croissance et un changement de couleur vers le jaune, tandis que les autres 

souches P2, P1 et P5 provoquent une absence de changement de la couleur du milieu. 

Le virage permet de distinguer les souches à croissance rapide (notamment les genres 

Rhizobuim, Mesorhizovuuim, Sinorhizobuim, etc) qui poussent au bout de 24 heures 

d'incubation et virent le milieu vers le jaune des autres souches à croissance lente (notamment 

Bradyrhizobuim). Les souches à croissance rapide sont considérées généralement comme 

bactéries acidifiantes contrairement aux souches à croissance lente qui sont considérés comme 

des bactéries qui alcalinisent le milieu de culture (Jordan, 1984 et al.,Beck 1993; Pagano, 

2008). 
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Figure 20 : croissance sur milieux YMA-BTB. 

1.2. Examen microscopique par la coloration de Gram 

Après coloration de Gram et observation microscopique nous avons observé des 

bâtonnets roses, à Gram négatif, compatible avec l'aspect des rhizobia. 

 

 
Figure 21 : Examen microscopique par coloration de Gram. 

2. Effet des conditions de croissance sur les souches bactériennes 

2.1. Effet de la température 

Après croissance sur le milieu YMA et incubation à différentes valeurs de temperature, 

on observe que nos isolats sont capables de croître à une température de 20°C jusqu'à 40 °C 

avec une croissance optimale dans l’intervalle de 20 °C à 37°C. Ce qui signifie que nos souches 

sont mésophiles. Aucune croissance n’est obsevée à la valeur 50°C et 4°C. 

Le caractère mésophile chez les rhizobia est signalé par Graham (1992) et Zahran 

(1999) indiquant la gamme de température optimale pour la croissance des rhizobia qui se situe 

entre 28° à 31°C, et beaucoup ne peuvent pas se développer au de-là de 37°C. 
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Tableau 2 : Effet de température sur la croissance des isolats de Phaselous vulgaris. 

 

T° 

Souches 

4°C 20°C 30°C 40°C 50°C 

Heures 10 jours 24 48 24 48 24 48 24 48 

P1 _ +++ +++ + ++ + ++ _ 

P2 _ + ++ ++ ++ ++ ++ _ 

P3 _ + ++ + + + + _ 

P4 _ +++ +++ +++ +++ ++ ++ _ 

P5 _ ++ +++ + + + + _ 

P6 _ + ++ ++ ++ +++ +++ _ 

- + : Faible croissance ++: croissance moyenne +++: forte croissance 

Tableau 3 : Effet de température sur la croissance des isolats de Melilotus.sp. 

T° 

 

Souches 

4°C 20°C 30°C 40°C 50°C 

Heures 10 

Jours 

24 48 24. 48 24 48 24 48 

M1 _ + +++ ++ +++ +++. +++ _ 

M2 _ + + +++ +++ +++ +++ _ 

M3 _ _ _ + + + + _ 

M4 _ + + ++ +++ + ++ _ 

M5 _ _ _ + + + + _ 

M6 _ ++ +++ + +++ ++ +++ _ 

- 

+ : Faible croissance ; ++ : croissance moyenne ; +++ : forte croissance 



Chapitre 3 Résultats et Discussion 

26 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Croissance des souches 20°C . 

 

 

Figure 23 : Croissance de la souche M6 à 40°C . 

 

 

Figure 24 : Croissance des souches M à 30°C. 

 

2.2. Effet de pH 

En analysant le tableau des densités optiques à différentes valeurs du pH pour les souches 

P1 à P6 et M1 à M6, plusieurs observations peuvent être faites. Tout d'abord on remarque que 

les densités optiques varient selon le pH, ce qui suggère une réponse différentielle des souches 

bactériennes aux variations de pH. Les souches testées ont la capacité de croître dans l'intervalle 

de pH 4 à pH 10. D'après les résultats après 24 heures, l'optimum de croissance de la plupart 

des souches étudiées est observé à pH 6.8 et pH 9 et autre souche à pH 5. Ces résultats sont en 
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 concordance avec les travaux de Torche (2006) qui a montré que la majorité de ses souches ont 

la capacité de de pousser à l'intervalle de pH 4 à 10. On observe que les souches P1, P4, P6 et 

M2 présentent une capacité de croissance à pH=10, indiquant une certaine tolérance aux 

conditions alcaline, ce qui concorde avec les résultats de (Zhang et al., 2006). Les résultats de 

Hatimi et al., 2001 ont montré que toutes les souches testées sont capables de croître à un pH 

supérieur à 4.5. Cependant, seules les souches à croissance lente tolèrent le pH 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 25 : Effet du PH sur la croissance des souches de Phaseolus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : Effet du PH sur la croissance des souches de Melilotus. 
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2.3. Effet du NaCl 

Les souches isolées montrent une sensibilité variante aux différentes concentrations de 

NaCl. Toutes les souches P1 jusqu'à P6 peuvent croître dans un milieu salin jusqu'à 5% de 

NaCl. Aucune croissance n’est observée à la concentration 10% sauf pour les souches P3, P6 

qui ont présenté une croissance faible. 

En revanche les isolats M1 à la souche M6 peuvent croître de façon plus faible par rapport 

aux souches P. Pour la concentration 5% seulement les M6 et M2 qui tolèrent cette 

concentration. Aucune croissance n’est enregistrée à une croissance de 10%. 

Miller et Wood (1996) ont rapporté que les rhizobia sont des bactéries sensibles à la 

salinité surtout durant le processus de la symbiose, mais elles peuvent tolérer des concentrations 

élevées cette tolérance est en rapport avec des mécanismes d'adaptation qui permettent de 

surmonter l'effet du stress salin. 

Les rhizobia peuvent présenter des limites de tolérance à la salinité qui peuvent être très 

différentes entre les espèces (Elsheikh et Wood, 1989 ; Rai et al., 2012) et même entre les 

souches de la même espèce (Kassem et al., 1985). 

Mpepreki et al (1996), ont rapporté que l'existence des isolats dans des conditions affectées 

par le sel peut être une indication de leur adaptation au stress osmotique en réponse à 

l'augmentation de la concentration en ions et à la différence d'humidité du sol pendant les 

saisons sèches. 

Tableau 4 : Croissance des souches de (Phaselous vulgaris) à différentes concentrations du 

NaCl. 

 

NaCl 

 

Souches 

0.1% 1% 2% 3% 5% 10% 

Heures 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 _ 

P1 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ - 

P2 ++ ++ ++ ++ + ++ + + - + - 

P3 + ++ - ++ + + - + + + ++ 

P4 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ + + +++ - 
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P5 +++ +++ ++ +++ + ++ + ++ _ + _ 

P6 +++ +++ ++ ++ ++ +++ ++ ++ + +++ + 

+: Faible croissance; ++: croissance moyenne; +++: forte croissance 

Tableau 5: Croissance des souches de (Mellilotus sp) sur différentes concentrations du NaCl. 

NaCl 

 

Souches 

0.1% 1% 2% 3% 5% 10% 

Heurs 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 _ 

M1 + ++ - ++  - + + _ _ _ 

M2 + + +++ +++ ++  + ++ + ++ _ 

M3 - + - + ++  - + _ _ _ 

M4 - + _ _  - _ + _ _ _ 

M5 _ + _ _ +  _ + _ _ _ 

M6 ++ ++ _ + +  + + + ++ _ 

+ : Faible croissance ; ++ : croissance moyenne; +++: forte croissance 

 

Figure 27 : croissance des souches P à la concentration 0.1% de NaCl. 
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Figure 28 : Croissance des souches M à la concentration 3% de NaCl . 

 

 

Figure 29 : croissance de souches P3, P6 à la concentration 10% de NaCl. 
 

Figure 30 : Croissance des souches P à 1% de NaCl 
 

Figure 31 : croissance des souches P à 2% de NaCl. 
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2.4. Résistance aux antibiotiques 

Les résultats de l’antibiogramme démontrent que la souche M1 est résistante à tous les 

antibiotiques testés et la souche P1 est résistance à la Vancomycine. 

On a observé la formation des zones d'inhibition autour des disques avec des diamètres 

différents pour les souches isolées P6, P3, M6, M3 en présence de Gentamicine, Vancomycine, 

Cefoxitine, Rifampicine, ce qui traduit une sensibilité à ces antibiotiques. 

La résistance aux antibiotiques est fréquemment utilisée dans les études rhizobiales. C’est 

un moyen d'identification des souches et est considérée comme un bon trait pour comparer les 

différentes souches (Beck et al., 1993). 

La sélection de souches présentant une résistance multiple aux différents antibiotiques est 

très intéressante du fait que cette résistance peut être utilisée comme un important marqueur 

pour l'identification des souches et l'étude de leurs diversité (Josey et al., 1979 ; Shishido et 

Peppers, 1990 ; sawada et al.,1990). 

Graham et al., (1991) ont rapporté que l'effet inhibiteur d'un antibiotique dépend de sa 

nature et de sa concentration dans le milieu et que le degré d'inhibition est variable d'une espèce 

à une autre et d'une souche à l'autre. 

 

Figure 32 : Résultats de l’Antibiogramme. 

2.5. Tolérance aux métaux lourds 

Les résultats obtenus montrent que toutes les souches ne tolérent pas les concentrations 

choisis du mercure par contre pour le zinc il y a une variabilité dans la tolérance à ce métal. 

Les bactéries à Gram négatif sont tolérantes à des concentrations élevées de métaux 

lourds, alors que les bactéries à Gram positif ne le sont pas (Barkey et al., 1985). 
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La nature du sol et son pH peuvent influencer la précipitation ou la solubilité des 

minéraux. Sous forme ionique, un métal devient plus mobile et donc plus toxiques. L'effet 

combinée du pH et des métaux lourds sur une population de Rhizobuim leguminosarum et sur 

son potentiel fixateur d'azote s'est révélé plus néfaste sous les conditions d’acidité (Ibekweb et 

al., 1997). Certaines associations Rhizobuim - légumineuses sont capables de se maintenir sur 

des sols à haut contenu en métaux lourds. En effet, l'inoculation des graines de tréfles cultivée 

sous stress métallique par des souches Rhizobuim leguminosarum biovar trifolii efficientes et 

résistantes aux métaux lourds a pu augmenter le taux de la fixation d'azote (Giller et al., 1989). 

La sélection de souche résistante aux métaux lourds présente un grand intérêt pratique. Plusieurs 

chercheurs se penchent actuellement sur l'utilisation de la symbiose entre des rhizobia et des 

légumineuses résistantes comme un moyen efficace de "bio-remédation" contre la 

contamination des sols par les métaux lourds. En outre, l'utilisation du Rhizobuim comme un 

agent de prévention dans les sols contaminés a été récemment rapportée par Abbas et Kamel 

(2012). 

Tableau 6 : effet des metaux lourds sur la croissance des isolats. 

 

Métaux Concentration ug/mL de 

milieu TYA 

P1 P2 P4 P6 M1 M2 M3 M6 

Mercure 500 

 

1000 

Absence de croissance 

Zinc 1000 

 

2000 

+ 

 

+ 

++ 

 

++ 

+++ 

 

+++ 

++ 

 

_ 

+ 

 

+ 

++ 

 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

 

+ 

+ Faible croissance _. Absence de croissance ++ Bonne croissance. +++ Trés Bonne croissance 
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Figure 33: Effet des métaux lourds sur la croissance des souches. 
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Conclusion 

Dans ce travail de recherche nous avons essayé d’étudier l’adaptation des bactéries 

nodulant les légumineuses aux conditions extrêmes du milieu. 

 

Pour réaliser cette étude, nous avons commencé par la collecte des nodules des deux 

plantes légumineuse Phaseolus vulgaris et Melilotus sp située dans la région de Guelma. Puis 

des bactéries ont été isolées selon la méthode des nodules écrasés. 

Les isolats ont subi une caractérisation morphologique et culturale sur des milieux 

spécifiques solides et liquides et un examen microscopique par coloration de Gram. 

La réponse des isolats aux variations de différentes conditions du milieu est réalisée en 

cultivant les souches sur milieux de culture avec différentes concentrations de NaCl et avec 

différentes valeurs du pH et incubation à différentes degrés de températures. Pour voir l’effet 

des inhibiteurs nous avons réalisé un antibiogramme avec plusieurs antibiotiques. La tolérance 

aux métaux lourds est évaluée sur milieux TYA avec des concentrations différentes de métaux 

lourds. 

Les résultats de la caractérisation morphologique, culturale et microscopique démontrent 

que nos isolats ont l’aspect des rhizobia. L’étude de l’adaptation aux conditions du milieu 

montre que les isoltas présentent une variabilité de tolérance aux différents facteurs. Les 

souches sont mésophiles avec celle qui peut croitre à 40°C. Pour le PH, les isolats peuvent 

tolérer les variations des valeurs du PH allant de PH 4 à PH 10. Les isolats tolèrent également 

des concentrations élevées de NaCl. Il y a des souches qui peuvent croitre à une concentration 

de 10% de NaCl. Les résultats de l’antibiogramme démontrent qu’il y a des souches résistantes 

à tous les antibiotiques et certaines souches sont sensibles à un antibiotique et résistantes à un 

autre. Tous les isolats tolèrent la présence du zinc pour les concentrations choisis et sont tous 

sensibles au mercure. 

Ces résultats suggèrent que nos isolats peuvent développer des mécanismes d’adaptation 

à ces facteurs externes pour survivre dans des conditions extrêmes du milieu. 

 

Les bactéries nodulant les légumineuses développent une variété de mécanismes pour 

s'adapter aux conditions extrêmes, ce qui leur permet de maintenir leur rôle crucial dans la 

fixation de l'azote et la fertilité des sols, même dans des environnements difficiles. 



Conclusion 

35 

 

 

Cette recherche peut être complétée par plusieurs points : 

 

- Etudier la diversité adaptative chez les rhizobia 

- Etudier les mécanismes d’adaptation chez les rhizobia à l’échelle biochimique, 

physiologique et génétique. 

- Sélectionner des souches rhizobiales capables de tolérer des conditions extrêmes pour 

améliorer la fixation de l'azote et aider les plantes légumineuses à résister les 

conditions de l’environnement via la symbiose. 
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Annexe 01: 

Milieux de culture et solutions utilisés 

Composition de milieu YMB (Yeast mannitol broth) en g/l (Vincent, 1970). 

 

Mannitol 10.00 

K2HPO 4 0.50 Mg 

SO47H2O 0.20 

NaCl 0.10 

Extrait de levure 0.50 

Eau distillée 1000ml 

PH 6.8 

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes. 

 

Composition de milieu YMA (Yeast mannitol agar) en g/l (Vincent, 1970). 

 

YMB 1000 ml 

Agar 15 

PH 6.8 

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes. 

Composition de milieu YMA+ rouge Congo en g/l 

YMB 1000 ml 

Solution stock de rouge Congo 10 ml 

Agar 15 

PH 6.8 

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes. 

Après ajustement de pH on ajoute 10ml de rouge congo (0.25g rouge congo dans 100ml d’eau 

distillée), puis on ajoute l’agar. 
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Composition de milieu YMA+ bleu de bromothymol en g/l 

YMB 1000ml 

Solution stock de bleu de bromothymol  5 ml 

Agar 15 

PH 6.8 

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes. 

Après ajustement de pH on ajoute 10ml de bleu de bromothymol (0. 5g BTB dans 100ml 

 

d’éthanol), puis on ajoute l’agar. 

 

Composition de milieu GPA (Glucose peptone agar) + pourpre de bromocrésol 

(g/l) (Vincent, 1970). 

Glucose 10 

Peptone 5 

Solution stock de pourpre de bromocrésol 10ml 

Eau distillée 1000ml 

Agar 15 

PH 6.8 

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes. 

Ajouter du pourpre de bromocrésol (1g BCP dans 100 ml d’éthanol), après stérilisation et 

 

refroidissement de milieu. 

 

Composition du milieu YMA+CaCO3 

 

YMB 500ml 

Agar 7,5g 

CaCo3 1,5g 

PH 6,8 

Autoclavage 120°C pendant 20 min 

 

CompositiondemilieuTYA (Tryptone yeast agar) en g/l (Beringer, 1974). 

 

Tryptone 5 

Extraitde levure 3 
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CaCl2H2O 0.87 

Eaudistilé 100ml 

Agar 12 

PH 6.8 

Autoclavage 120°Cpendant20minutes. 
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Annexe 02 : 

Tableau 01 : effet de pH (mesure de la densité Optique) 
 

PH 

souches 
4 5 6 6,8 7 8 9 10 

 24H 24H 24H 24H 24H 24H 24H 24H 

p1 
0.025 0,339 0,577 0,913 0.377 0,016 0,442 0,008 

p2 
0.055 0,314 0,467 0,808 0,187 0,027 0,169 0.096 

p3 
0.143 0,304 0,410 0,897 0,162 0,255 0,324 0.055 

p4 
0.247 0,457 0,631 0,958 0,391 0,359 0,499 0.353 

p5 
0,020 0,540 0,870 0,571 0.393 0,393 0,594 0.524 

p6 
0,091 0,494 1,075 0,941 0,215 0,185 0,260 0.326 
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Tableau 01 : effet de pH (mesure de la densité Optique) 

 

Ph 
 

 

Souches 

4 5 6 6,8 7 8 9 10 

 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 

M1 

 

 

0,026 

 

 

0,259 

 

 

0,007 

 

 

0,366 

 

 

0 ,045 

 

 

0,086 

 

 

0,024 

 

 

0,045 

M2 

 

 

0,067 

 

 

0,345 

 

 

0,340 

 

 

0,600 

 

 

0,123 

 

 

0,286 

 

 

0,195 

 

 

0,135 

M3 
0,027 0,113 0,624 0,122 0,534 0,054 0,079 0,027 

M4 

 

 

0,190 

 

 

0,208 

 

 

0,484 

 

 

0,176 

 

 

0,427 

 

 

0,119 

 

 

0,044 

 

 

0,060 

M5 
0,171 0,102 0,317 0,084 0,287 0,047 0,065 0,001 

M6 

 

 

0,024 

 

 

0,681 

 

 

0,250 

 

 

0,301 

 

 

0,162 

 

 

0,098 

 

 

0 ,243 

 

 

0,326 

 


