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Résumé

Des bactéries isolées a partir des nodules racinaires des deux légumineuses fourragéres
Hedysarum coronarium et Medicago truncatula sont caractérisées par une étude phénotypique
(tests physiologiques et biochimiques), par la détermination de la résistance intrinseque aux
métaux lourds, et par la mesure de la croissance des souches et isolats en présence des métaux

lourds, toxiques (Pb, Hg et Cd) et non toxiques (Cu et Zn).

Les résultats obtenus démontrent que les isolats et les souches se comportent différemment en

présence de métaux lourds.

Mots clés : Métaux lourds, Toxicité, Hedysarum coronarium, Medicago truncatula, croissance,

Rhizobium sullae, Ensifer medicae.



Summary

Bacteria isolated from the root nodules of both fodder legumes Hedysarum coronarium and
Medicago truncatula are characterized by a phenotypic study (physiological and biochemical
tests), by determining the intrinsic resistance to heavy metals, and by measuring the growth of
strains and isolates in presence of heavy metals, toxic (Pb, Cd and Hg) and non-toxic (Cu and
Zn).

The results obtained demonstrate that isolates and strains behave differently in the presence

of heavy metals.

Keywords: Heavy metals, toxicity, Hedysarum coronarium, Medicago truncatula, growth,

Rhizobium sullae, Ensifer medicae.
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[INTRODUCTION]

Les éléments traces métalliques (ETMs) ou plus communément appelés « métaux lourds »
sont des composants essentiels de la Terre car ils participent aux cycles biogéochimiques et
sont pour certains d’entre eux indispensables au bon fonctionnement de la biosphére, en lui
conférant une certaine stabilité dans la disponibilité des éléments minéraux essentiels a la vie,
maintenant ainsi la pérennité des écosystémes (Gadd, 2010). Tandis que d’autres constituent
un des problémes majeurs dans I’environnement par la contamination de I’atmosphere, des
eaux et des sols en exercant une influence perturbatrice sur 1I’environnement par leur effet
toxique. Ces contaminations découlent en majorité des activités humaines, en particulier le
développement considérable des activités industrielles qui a provoqué un accroissement

important des pollutions et des nuisances (Aoun, 2009).

Certaines données consultées de la littérature rapportent que la présence de métaux lourds
dans le sol en concentrations diverses a un effet sur les populations des bactéries telluriques
(entre autre les rhizobia), leur biomasse, leur taille et leur diversité genetique, affectant par

exemple la symbiose bactérie-légumineuse.

Dans ce contexte nous nous sommes intéressés a I’influence des métaux lourds sur les
bactéries nodulant les espéces des légumineuses fourragéres Hedysarum coronarium et

Medicago truncatula.

Dans un premier temps nous avons procédé a I’isolement et la caractérisation des bactéries
a partir des racines des légumineuses en question. Cette étape est suivie par la mesure de la
croissance des bactéries en présence de différente concentration de métaux lourds toxiques et

non toxiques.



CHAPITRE I
Etude bibliographique:
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1. Les métaux lourds
1.1. Définition

Les métaux lourds sont des éléments ayant des proprietés métalliques (ductilité,
conductivité, densité, stabilité des cations, spécifiés de ligand...) et un numéro atomique > 20.
Selon Elmsley (2001) le terme de métaux lourds désigne des éléments chimiques toxiques
dont la densité excéde 5g/cm?3. Sous cette appellation figurent des éléments qui, pour certains,
sont effectivement des metaux tels que Ni, Cu, Zn, Pb, Hg, Al... mais aussi des metalloides
tels que As et Se. C’est pourquoi, une classification plus complexe, basée sur les propriétés de
formation de ligands a été proposée par Nieboer et Richardson (1980), avec la dénomination
d’Eléments-Traces Métalliques, préférée par certains chercheurs. Aucune définition

satisfaisante n'a en définitive émergée (Aoun, 2009).

Selon les textes législatifs, la pollution par les métaux toxiques (METOX) regroupe sept
métaux et un metalloide (Chrome, Zinc, Cuivre, Nickel, Plomb, Arsenic, Cadmium et
Mercure) (Aoun, 2009).

On peut classer les métaux en deux grands groupes :

Les métaux essentiels : Ce sont les micronutriments comme le cuivre (Cu), le zinc (Zn),
le fer (Fe), le cobalt (Co), le chrome (Cr) et le manganése (Mn). Ces métaux sont tous

potentiellement toxiques a forte concentration (Soussou, 2013).

Les métaux non essentiels : 1ls ne sont pas impliqués dans des fonctions vitales et sont
potentiellement toxiques. Le cadmium (Cd), le mercure (Hg), I'aluminium (Al) et le plomb
(Pb) Leur toxicité est due a leur capacité a circuler dans les organismes et la chaine

alimentaire en mimant le comportement de métaux essentiels (Fe, Zn...) (Soussou, 2013).

2. Origine des métaux lourds

Les meétaux lourds sont des constituants naturels de tous les écosystemes, on les trouve

dans 1’atmosphére, I’hydrosphere, la lithosphére et la biosphere. Leur distribution dans
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I’environnement procéde de deux origines : 1’une, naturelle qui est le résultat de processus
géogéniques comme 1’érosion, les précipitations géochimiques de roches et de 1’eau desource,
I’activité volcanique et bactérienne ; ’autre, reléve des activités anthropogéniques. En effet,
ces dernicres années, le développement des activités industrielles a provoqué un
accroissement considérable de la teneur en métaux lourds dans I’environnement ou ils
peuvent parvenir de différentes maniéres. Sous forme gazeuse, dissoute ou de particules liées,
les polluants peuvent pénétrer dans le sol par voie aérienne (déposition séche), en utilisant
I’eau comme vecteur de transport (précipitation, eau de surface, déposition humide) ou encore
via des solides organiques tels les boues d’assainissement, le compost, les fertilisants et les

pesticides, etc... (Aoun, 2009).

3. Le probleme de la toxicité des métaux

Les métaux lourds ont tous un potentiel toxique qui dépend principalement de leur
concentration dans le milieu considéré et de leur biodisponibilité, ¢’est-a-dire de leur fraction

soluble et accessible par les organismes (Maynaud, 2012).

De trop fortes concentrations en métaux lourds méme essentiels sont toxiques pour les
organismes vivants. En effet les cations métalliques chargés positivement peuvent interagir
avec les protéines et les enzymes chargées négativement. Par ailleurs de trop fortes
concentrations en métaux lourds ont un impact sur les cellules et les différents processus

biologiques (Maynaud, 2012).

La biodisponibilit¢ en métaux lourds définit leur aptitude a étre transférés d’un
compartiment vers un autre, ce qui augmente le risque de toxicité sur les organismes vivants.

La biodisponibilité dépend de la spéciation du métal (différentes formes chimiques d’un
élément métallique) ainsi que des conditions physico-chimiques de 1’environnement ou se
trouve le métal considéré (pH, teneur en phosphate disponible, teneur en matiére organique,
activités biologiques). En effet, les métaux lourds existent soit sous forme élémentaire soit
sous forme dérivée. Etant chargés positivement, ils sont alors susceptibles d’interagir avec
n’importe quels éléments chargés négativement pour former des dérivés inorganiques (sel,

sulfure, oxyde) ou organiques (avec liaison carbone) (Maynaud, 2012).
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L’acidification du sol favorise la mobilité des métaux lourds. Inversement, I'augmentation
du pH provoque I'immobilisation par la formation de composés insolubles. La plupart des
plantes excrétent par leur racine des acides afin de favoriser 1’absorption d’¢léments nutritifs
et solubilisent aussi d’autres éléments pas forcement nécessaires a la plante. Certaines
activités métaboliques microbiennes influencent aussi la mobilité des métaux lourds par

solubilisation, insolubilisation ou volatilisation (Maynaud, 2012).

4. Impact de la pollution métallique sur I’environnement

Contrairement aux contaminants organiques, les métaux lourds générés par les activites
anthropiques ne peuvent pas étre dégradés biologiquement et persistent indéfiniment dans
I’environnement. De plus, les environnements pollués tels que les sites miniers sont
généralement soumis a de fortes contraintes topographiques, climatiques et hydriques, érodant
fortement les déchets et induisant une pollution pour les eaux et les sols environnants.

Les sols miniers sont pauvres en matiére organique et en minéraux fertilisants comme
I’azote empéchant alors le développement d’une couverture végétale pouvant faire office de
barriere a la dispersion des métaux lourds. De ce fait, la non-gestion des sites miniers

provoque de graves dégats écologiques (Maynaud, 2012).

4.1. Effet des métaux sur la plante

La principale source de métaux pour les plantes se situe au niveau du sol, bien que leur
assimilation suite a une déposition au niveau du feuillage puisse également se produire. Dans
le sol, 1'absorption d'un métal par les plantes est grandement influencée par certains facteurs
comme le pH, le régime hydrique, la composition en argile et en matiére organique, la
capacité d’échange cationique et la présence d'autres ¢léments traces (Bélanger, 2009).

Les mécanismes d'acquisition difféerent selon les métaux et peuvent étre passifs (Ni et Pb),
mais préférablement actifs (Cu, Mo et Zn) ce qui procure a la plante un meilleur contréle de
son homéostasie (Bélanger, 2009).

Plusieurs métaux sont essentiels chez les plantes. Parmi les plus importants se retrouvent le
Co, le Cu, le Fe, le Mn, le Mo, le Ni, le Se et le Zn. Parmi ceux-ci, le Cu et le Zn sont
particulierement nécessaires puisqu'ils entrent dans la composition de plusieurs enzymes et de

quelques protéines. A I'opposé, le Pb, le Cd et le Hg ne sont pas essentiels chez les plantes.
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Evidemment, les métaux essentiels présents en concentrations trés élevées deviendront
toxiques tout comme les métaux non essentiels. Genéralement, les plantes sont plus sensibles
a un manque d’éléments traces qu'a I’excés de ces derniers, et elles possédent toutes et
partagent une résistance de base aux métaux alors que certaines les tolerent en plus grandes
concentrations, quelques espéces végetales peuvent méme hyperaccumuler les métaux
(Bélanger, 2009).

Chez les plantes sensibles aux métaux, la toxicité peut étre reliée a plusieurs causes :

- Inhibition de I’activité ou la déformation structurale d'une protéine ;
- La formation de radicaux libres ou d’espéces réactives de I’oxygene ;

- La substitution du métal par un analogue toxique dans la protéine cible (Bélanger, 2009).

D’aprés une étude révélant I’effet du plomb sur les plantes, il a été observé que des plantes
cultivées dans un milieu contaminé par le Pb présentent un ralentissement de leur
développement et une inhibition de la croissance des racines et des parties aériennes. Leurs
feuilles ont généralement une surface inférieure a celle des témoins et des chloroses peuvent
apparaitre. Dans certains cas la présence de Pb peut mener a une mort des cellules (Brunet,
2008).

On a également observé le ralentissement de la croissance racinaire en présence de Pb, et
les métaux lourds en général, résultant d’une inhibition de la division cellulaire, et de

I’¢longation des cellules. La photosynthese est aussi inhibée (Brunet, 2008).

Les enzymes participant a la synthése de la chlorophylle, a la fixation du CO2, au cycle de
Calvin, a I’assimilation de 1’azote et au métabolisme des sucres peuvent aussi €tre inhibées,
Alors que certaines enzymes sont au contraire activées telles que les hydrolases (comme les
protéases) (Brunet, 2008).

- Mécanismes de défense chez la plante
Afin de prévenir ou de contrer les effets toxiques des métaux, la plante met en place des

stratégies de défense plutdt efficaces. Ces mécanismes cellulaires menant a la détoxification

ou a la tolérance des métaux chez les plantes comprennent:
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- La restriction du mouvement des métaux par les mycorhizes ;

- Attachement des métaux a la membrane cellulaire ou aux exsudats racinaires ;

- La réduction de I’influx au niveau de la membrane plasmique ;

- L’efflux actif provenant de 1’apoplaste ;

- La présence d'agents chélateurs dans le cytosol ;

- La réparation active de la membrane plasmique en conditions de stress ;

- Le transport de complexes métalliques (ex.: phytochelatines) vers les vacuoles ;

- Le transport et I’accumulation des métaux dans les vacuoles (Bélanger, 2009).

4.2. Utilisation des plantes dans la dépollution des milieux contaminés

Il est important d’élaborer des méthodes de gestion des environnements contaminés en
métaux lourds afin de limiter la pollution engendrée car leurs accumulations et leurs transferts
constituent un risque pour le milieu naturel dans son ensemble.

Il existe plusieurs stratégies de dépollution biologique, parmi celles-ci :

4.2.1. La phytostabilisation

C’est une technique qui utilise des plantes tolérantes aux métaux lourds en association avec
des microorganismes pour limiter la diffusion des particules métalliques par voies aériennes
ou hydriques. Les plantes utilisées accumulent trés peu de métaux lourds dans les parties
aériennes afin de limiter le transfert dans la chaine alimentaire. Le principal désavantage de
cette technique est que les métaux lourds restent dans le sol, ils ne sont pas enlevés. En effet,
cette technique n’a pas pour but d’enlever les métaux lourds dans le sol mais seulement de les
contenir. Cette technique est par contre efficace pour des sites tres contaminés tels que les
sites miniers ou la méthode de phytoextraction est peu efficace. Les travaux de Frérot et al.
(2006) sur la phytostabilisation d’anciens déblais miniers riches en Zn, Cd et Pb dans la
région méditerranéenne ont montré in situ que la combinaison d’écotypes métallicoles de
plantes natives de la région permettait d’améliorer et de régénérer de fagon durable et
significative la fertilit¢ du sol en [D’enrichissant en minéraux fertilisants et plus

particulierement en azote (Maynaud, 2012).
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Phytoextraction

Utilisation de plantes
[ ) hyperaccumulatrices pour
® e extraire les métaux lourds du
sol par les racines et les
concentrer dans les tissus

végétaux.

Phytovolatilisation

Utilisation de plantes pour
absorber les métaux lourds du
sol ou de I'eau afin de les
transformer en composés
moins toxiques qui seront

Rhizofiltration

Utilisation de plantes
tolérantes pour absorber,
concentrer ou précipiter les
métaux lourds de I'cau.

libérés dans I'atmosphere via
les feuilles

@ Méual lourd

=
C
®
oo
Phytostabilisation

Utilisation de plantes
tolérantes pour immobiliser les
métaux lourds du sol afin de
limiter leur mobilité.

Figure N°01- Les différentes stratégies de phytoremédiation utilisées pour dépolluer les

environnements contaminés en métaux lourds (Maynaud, 2012).

4.3. Influence sur Les microorganismes en géenéral

Les concepts de tolérance, résistance et sensibilité aux métaux lourds peuvent étre
facilement confondus les uns avec les autres. Une publication de Gadd (1992) propose une
terminologie plus précise et spécifique. Le terme «tolérance » devrait &tre employé lorsque les
organismes supportent la présence des métaux grace a leurs caractéristiques biologiques
intrinseques, alors que le mot « résistance » devrait é&tre mentionné lorsque les organismes
survivent a la présence de métaux a l'aide de mécanismes de détoxification spécifiques induits

en présence du contaminant (Bélanger, 2009).

De maniére globale, les métaux exercent une pression sélective augmentant la tolérance de
base de certains microorganismes, mais diminuent la biodiversité des microorganismes
retrouves dans les sols pollués en comparaison avec des sols non pollués (Bélanger, 2009).

La sensibilité des microorganismes peut se traduire par une diminution de I'expression

protéique alors qu'une augmentation de I'expression protéique signifierait une tentative
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d'adaptation au nouveau contaminant (expression d'un mécanisme de résistance) (Bélanger,
2009).

Chez les bactéries, les génes codant pour I'expression des protéines impliquées dans ces
mécanismes sont principalement plasmidiques, bien que quelques-uns soient
chromosomiques. L'origine plasmidique de certains genes peut résulter en une fréquence de
transfert plus élevée de ces plasmides en conditions de stress. Un tel exemple a été démontré
chez Rhizobium leguminosarum bv. viciae qui, en présence de métaux, transférait ses

plasmides lui procurant sa résistance (Bélanger, 2009).

4.3.1. Mécanismes de résistance des bactéries aux métaux lourds

Les organismes vivants ont développé des mécanismes d’adaptation aux métaux lourds
pour contrebalancer 1’effet toxique de certains d’entres eux ou de trop fortes concentrations
tout en maintenant le rdle biologique et essentiel d’autres éléments métalliques. Les
organismes utilisent divers mécanismes d’adaptation pour protéger leurs composants

cellulaires des effets néfastes des metaux (Maynaud, 2012).

On peut classer ces différents mécanismes d’adaptation aux métaux lourds en deux

catégories:

- Les mécanismes de tolérance : qui sont définis comme des mécanismes passifs énergie-
indépendants intervenant dans une premiére défense contre les métaux lourds et efficaces lors
d’un faible stress :

- Modification de la perméabilité membranaire ;

- Séquestration intra- et extracellulaires des métaux lourds.

- Les mécanismes de résistance : qui sont définis comme des systémes d’efflux énergie-
dépendants localisés dans 1’épaisseur de la membrane cytoplasmique qui préservent
1I’équilibre physico-chimique du milieu intracellulaire en s’opposant a I’accumulation des ions
toxiques par leur reconnaissance, leur fixation et leur transport. Ces mécanismes interviennent

lors d’un fort stress métallique.
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Les principaux mécanismes de tolérance et de résistance retrouvés chez les bactéries

comprennent:

- Immobilisation des métaux lourds sur la paroi bactérienne par la production
d’exopolysaccharides de surface (EPS) : les EPS sont des polymeres constitues de plusieurs
oses, excrétés dans le milieu et capables d’absorber les métaux lourds présents dans
I’environnement. La production des EPS et leur capacité a séquestrer des ions métalliques ont
été rapporteées chez certaines souches de Burkholderia isolées de champs de rizieres pollués,
pour la réduction de la biodisponibilité du Cd, chez des souches de Pseudomonas isolées
d’une mine d’Ur, dans le cas de la multi-résistance aux metaux, et chez des souches
d’Azospirillum brasilense pour la résistance au Zn (Maynaud, 2012).

- La précipitation des métaux sous forme de sels insolubles.

- Les alterations de la perméabilité de la membrane plasmique.

- Séquestration intracellulaire des métaux lourds par la production de diverses
protéines chélatantes : les métallothionéines sont des protéines intracellulaires riches en
cystéine qui ont été identifiees comme étant capables de séquestrer des cations de Zn et de Cd.
Elles sont retrouvées chez certaines bactéries telles que Pseudomonas aeruginosa, et E. coli.
Chez Rhizobium leguminosarum bv. viciae, Bradyrhizobium sp. et Saccharomyces cerevisiae,
la production de glutathion, un tripeptide contenant un groupement thiol qui produit en
général lors d’un stress oxydatif a été mis en évidence dans la détoxification de cations
métalliques tels que le Cd et le Ni (Maynaud, 2012).

- Sequestration extracellulaire des métaux lourds par la précipitation de formes
insolubles :Cupriavidus sp. et Klebsiella aerogenes sont capables de détoxifier le Cd en
excrétant des sulfures pour limiter I’influx de Cd dans la cellule. Des souches de Citrobacter
utilisent les phosphates pour précipiter le Cd a ’extérieur de la cellule pour éviter son entrée
(Maynaud, 2012).

- La production d'agents chélateurs dans le milieu extracellulaire :

Il a été démontré chez les diazotrophes que des sidérophores sont produits afin de réguler
I'acquisition de certains métaux essentiels a I'enzyme nitrogénase (Fe, Mo, V) et I'exclusion de
métaux toxiques comme le W. La présence des sidérophores a également été démontrée chez
les bacteries fixatrices d'azote du genre Frankia; ces sidérophores servaient au recrutement de
Fe (Bélanger, 2009).

- La transformation biochimique des ions métalliques (Bélanger, 2009) ;
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- La régulation de 1I’homéostasie des métaux chez les procaryotes englobe plusieurs
mécanismes agissant communément afin de maintenir une concentration de métaux
intracellulaire adéquate. Habituellement, ces systémes de régulation se composent de trois

sous-systemes :

% Une pompe permettant I’entrée de métaux présents en concentrations faibles
dans le milieu extérieur ;

% Une pompe a efflux pour éliminer les surplus de métaux dans le cytoplasme ;

% Une protéine relais amenant les métaux des pompes vers leurs cibles cellulaires
(Bélanger, 2009).

D'autres voies d’entrée peuvent aussi étre employées, quelques métaux toxiques comme le
chromate ou 1'arsenate pénétrent dans le cytoplasme via des systemes de transport du
phosphate ou du sulfate. Ces transporteurs non spécifiques vont donc étre fréquemment sous-
exprimés et/ou remplacés par des systemes plus restrictifs afin de limiter I'apport de métal
toxique (Bélanger, 2009).

5. Effets des métaux lourds sur la symbiose

5.1. La symbiose Rhizobium-légumineuse

L’azote est un nutriment important pour la plante. Il est souvent apporté par la symbiose
entre une plante et une bactérie. La symbiose intracellulaire qui s’établit entre les diverses
bactéries du sol, appelées rhizobia, et les plantes de la famille des Légumineuses aboutit a la
formation de structures appelées nodosités sur les racines des plantes (Figure N°02). Dans les
cellules de ces nodosités, les bactéries se différencient en bactéroides, capables de réduire
I’azote atmosphérique N2 en une forme assimilable par la plante-h6te. En contrepartie, la
plante fournit aux bactéries une niche dans laquelle elles peuvent se multiplier abondamment
et des composés carbonés issus de la photosynthese. Tout Cela nécessite d’avoir certaines

molécules permettant la reconnaissance entre les deux partenaires.

10
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5.2. Le langage moléculaire entre les deux partenaires

Des signaux moléculaires spécifiques sont échangés entre les deux partenaires tout au long

de la formation de la nodosité.

Les flavonoides libérés par la plante constituent le premier signal moléculaire, ils sont
reconnus spécifiquement par les bactéries, permettant 1’activation des protéines NodD, ce qui
conduit & Il'expression coordonnée des génes de la nodulation (génes nod, noe et nol
collectivement appelés genes nod) par l'intermédiaire de boites régulatrices des genes nodA,
B et C. (nodbox) situées en amont des génes nod. Les produits des genes nod interviennent
dans la biosynthése de lipochito-oligosaccharides (LCO) appelés facteurs Nod (Lerouge et al.,
1990 ; Dénarié et al., 1996 ), qui sont ensuite reconnus par des récepteurs spécifiques de la
plante (Kouchi et al., 2010). Ces facteurs Nod sont responsables de la courbure des poils
absorbants racinaires, ils constituent le second signal moléculaire nécessaire a I’initiation
nodulaire. Par la suite, I’activation de nombreux geénes permet la mise en place et le controle
de I’infection et de la différenciation du nodule (Dénarié et al., 1996 ; Perret et al., 2000).

Formant ainsi le symbiosome dans lequel la fixation de N2 va se réaliser.

Rhizobia

Facteurs Nod

Figure N°02-Dialogue moléculaire de la symbiose fixatrice d’azote entre la Iégumineuse hote et le
rhizobium (Maynaud, 2012).

11
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5.3. Les flavonoides signaux inducteurs des génes nod

Les flavonoides sont des métabolites secondaires de nature aromatique exsudés par les
racines de la plante dans la rhizosphére. Ce sont les principaux signaux émis par la plante hote
et percus par les rhizobiums dans le sol (Taylor et Grotewold, 2005 ; Gibson et al., 2008),
induisant I’expression des génes de nodulation chez Rhizobium (Cooper 2007 ; Zhang et al.,
2009). Chaque plante exsude un mélange de différents flavonoides (Cooper, 2004 ; Perret et
al., 2000) dont les isoflavonoides qui sont spécifiques des légumineuses (Brencic et Winans,
2005).

Les flavonoides possédent une structure phenylbenzopyran tricycliques (Matkowski,
2008). Un squelette de base a quinze atomes de carbone, constitué de deux unités
aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés par une chaine en C3 (Figure N°03)
(Bruneton, 1999).

Figure N°03- Squelette de base des flavonoides (Brunetton, 1999).

5.4. Les génes de nodulation

Les génes nod codent pour des enzymes de la voie de biosyntheése des facteurs Nod et sont
classés en trois groupes :

- Les génes nod régulateurs ;

- Les génes nod communs ;

- Les génes nod spécifiques (Skorupska et al., 2010).

- Les génes nod régulateurs (Spaink, 2000), comprenant notamment le géne nodD

(parfois en plusieurs copies dans le génome des rhizobiums), et codent pour des protéines qui,

12
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en présence de signaux sécrétés par la plante (flavonoides), activent 1’expression des autres

génes nod dits génes nod communs.

Les génes nodD codant pour des récepteurs spécifiques de signaux de la plante constituent
un premier niveau de contrdle de la spécificité d’hote.

Ils codent pour la synthése des protéines constituant le facteur de transcription. Chez les
diazotrophes, ce géne s’exprime de maniére constitutive. Les facteurs de transcription sont
donc continuellement synthétisés, que la bactérie soit en symbiose ou non (Hirsch, 1992 ;
Dénarié et al., 1996).

- Les genes nod communs (nod ABC), appelés aussi genes structuraux, sont impliqués
dans la synthese et la sécrétion de signaux symbiotiques bactériens extracellulaires, les
facteurs Nod. lls jouent un rdle absolument essentiel dans la formation des nodosités. Ces
genes sont présents chez presque tous les rhizobiums (Dénariébet al., 1996), y compris les -
protéobactéries (Moulin et al., 2001). Ces genes nod communs sont absents dans le génome

des souches de Bradyrhizobium sp ce qui en fait une exception.

- Les genes nod spécifiques (ou hsn pour « host specific nodulation »), sont responsables
des substitutions qui s’opérent sur le squelette de base du facteur Nod (Perret et al., 2000).
IIs conferent des ornementations variables aux facteurs Nod et jouent donc directement un
role dans la spécificité. On peut citer: les genes nodZ et nolK (fucosylation) ; noeC
(arabinosylation) ; nodH et noeE (sulfatation) ; nodL, nodX et nolL (acétylation) ; nodS et
noel (méthylation) ; nodU et nolO (carbamoylation). (Hrish, 1992 ; Dénarié et al.,1996 ; Long
1996).

5.5. Les facteurs Nod

Les signaux Nod, qui sont généralement connus sous le nom de facteurs Nod sont des
molécules lipochitooligosaccharidiques (Terefework, 2002).

Ces facteurs a des concentrations minimales peuvent déclencher des réponses symbiotiques
chez la plante telles que la déformation des poils radiculaires, la division corticale des cellules

et la formation de nodule primordial (Debellé et al., 2001).

La biosynthese et la sécrétion des facteurs Nod sont I’expression de génes de nodulation
ou les genes nodABCD codent pour la synthése du noyau lipooligosaccharide de tous les

facteurs Nod, et les genes hsn pour les diverses substitutions des facteurs Nod (Debellé et al.,

13
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2001). La longueur et la saturation des composants de substituts d’acides gras du noyau
lipooligosaccharide, le type et la position des divers substituts sur les facteurs Nod, jouent un
role crucial dans la spécificité (Terefework, 2002).

5.6. Le processus de nodulation

L’évolution de la relation symbiotique qui regroupe les rhizobia et les 1égumineuses est un
processus hautement interactif incluant la communication moléculaire entre les organismes,
une phase d’infection qui marque la pénétration des rhizobia dans les nodules et une phase

symbiotique finale ou les rhizobia qui occupent les nodules fixent 1’azote.

Figure N°04-Formation d’'un nodule (Tortora et al., 2003).

Les différentes étapes conduisant a la formation des nodosités, ou étapes symbiotiques
précoces, sont maintenant bien identifiées (Nap et Bisseling, 1990). Les Rhizobium, qui vivent
a 1’état saprophytique dans le sol, sont attirés vers la rhizosphére des plantes hotes par

14
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diverses substances qui y sont excrétées (glucides, acides aminés, flavonoides...etc.), les
Rhizobiums vont ensuite migrer vers 1’extrémité des poils absorbants des racines, ou ils vont
se fixer, puis s’agréger. Ce contact direct entre les bactéries et les poils racinaires de la plante

hote induit une courbure de ces poils absorbants dite en crosse de berger.

Les bactéries emprisonnées a I’intérieur de cette derniere vont alors pénétrer a 1’intérieur
du poil absorbant et donner naissance a une structure tubulaire, appelée filament d’infection,
résultant d’une simulation et d’une réorientation de la croissance de la paroi de la cellule
végétale. Ces filaments d’infection progressent a I’intérieur des poils absorbants, puis a
travers le cortex de la racine. Simultanément, des cellules du cortex interne, situées a
proximité des filaments d’infection, se différencient et se divisent activement. Des cellules
issues de ses divisions s’organisent en un méristéme dont le fonctionnement est a I’origine des

nodosités.

Les nodules matures présentent une anatomie caractéristique, comprenant notamment une
zone centrale ou les bactéries sont libérées hors des cordons d’infection et envahissent les
cellules végétales, tandis que les traces vasculaires périphériques vont permettre les échanges

métaboliques entre la nodosité et le reste de la plante.

6. Influence des metaux lourds sur la symbiose Rhizobium-Légumineuse

Les études concernant l'effet toxique des métaux sur les symbioses étaient souvent
réalisées avec des souches bactériennes différentes, des espéces végétales variées ou encore
dans des conditions non similaires. Toutes ces variables rendent difficile la comparaison des
résultats qui sont souvent contradictoires. L'effet toxique des métaux sur la diminution de la
fixation d'azote des Rhizobium serait due a I'extinction graduelle de ces bactéries dans le sol

puisque ce genre bactérien est plut6t sensible aux métaux (Bélanger, 2009).

Des études ont démontré que plusieurs isolats de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
(85%) provenant d'un sol contaminé en métaux avaient perdu leur capacité a fixer l'azote en
symbiose. D'autres travaux en sont venus a des conclusions légérement différentes, c'est-a-
dire que des Rhizobium isolés suite & une contamination aiglie en métaux conservaient leur

pouvoir fixateur d'azote. Par contre, la capacité a établir la symbiose était affectée.
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Finalement, des travaux réalisés en conditions contrdlées ou les métaux étaient ajoutés sous
forme de solutions ont démontré que 1'inoculation de pois chiches suivie d'une exposition au
Cd et au Pb provoquait une diminution du nombre de nodules chez les plants. Il a aussi été
démontré que I'exposition de la symbiose entre la souche R. leguminosarum RP 5 et le pois au
Cu diminuait le nombre de nodules par plant, alors que I'exposition au Cd et au Cr augmentait
le nombre de nodules par plant. Ce dernier résultat est non seulement surprenant, mais aussi
en contradiction avec celui obtenu auparavant par la méme équipe pour une autre espece

végétale (Bélanger, 2009).

7. Le macrosymbiont: les Légumineuses

7.1. La diversité des légumineuses fabacées

Les légumineuses sont des plantes qui établissent des symbioses fixatrices d'azote avec les
rhizobiums, elles appartiennent toutes a la superfamille des Fabaceae (appelées aussi
Iégumineuses), a I' exception d'une seule non-légumineuse, le genre Parasponia de la famille
des Ulmacées (Trinick et Hadobas, 1988 ; Lafay et al., 2006).

Les lIégumineuses représentent la famille des Leguminosae (ou Fabaceae), de 1’ordre des
Fabales, la sous-classe des Rosidae, et la classe des Dicotyledonae. Elles forment une famille
importante et variée des Angiospermes, et constituent la troisieme super famille par ordre
d’importance chez les angiospermes, et I’'un des groupes de végétaux supérieurs les plus
abondant et les plus diversifié (Allen et Allen, 1981 ; Broughton, 1984). Cette famille englobe
674 genres et plus de 18000 espéces, la placant en seconde position derriere les Poaceae, en
terme de diversité (Polhill et al.,, 1981). Elle est subdivisée en trois sous-familles

d’importance inégale: Les Mimosoideae, les Caesalpinioideae et les Papilionoideae.

La sous-famille des Mimosoideae comprend environ 3 300 espéces regroupées en 77
genres et sont nodulées a plus de 90%. Ce sont surtout des arbres et des arbustes des régions

tropicales et subtropicales.

Les Caesalpinioideae comprennent environ 2 300 espéces réparties en 171 genres et 4
tribus (Lewis et al., 2005). Cette sous-famille rassemble principalement des arbres ou arbustes
retrouvés en régions tropicales et subtropicales. Parmi les espéces de Caesalpinioideae,
seulement 23% ont été décrites comme étant capables d’étre nodulées. Elles sont

essentiellement retrouvées parmi les Caesalpinieae et des Cassieae (De Faria et al., 1989).
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Les Papilionoideae constituent la plus grande sous-famille des Fabaceae avec 28 tribus,
478 genres et environ 13 800 especes dont 97% parmi les espéces testées sont nodulées (De

Faria et al., 1989). Les membres de cette sous-famille sont principalement des herbacées.

Les Papilionoideae se divisent en deux groupes majeurs de plantes cultivées: les
légumineuses tropicales (ou Phaseoloides) comme notamment les genres Cajanus, Glycine
(soja), Phaseolus (haricot) et Vigna (vigne) regroupés dans la tribu Phaseoleae, et les
Iégumineuses tempérées (ou Galegoides) comme les genres Cicer (pois chiche), Lens
(lentilles), Lotus (lotier), Medicago(luzerne), Melilotus(mélilots), Pisum(pois), Trifolium
(trefle) et Vicia (vesce), Lens et Pisum étant regroupes dans la tribu des Viciae (Figure N°05)
(Doyle et Luckow, 2003).

Tribu Genre Espece
Lens L. culinaris (lentil) 1
=Viceae Vicia V. faba (faba bean)
Pisum > sativ varde :
- P. sativum (garden pea)

Mclilotus M. officinalis (sweet clover)

o Trifolium T pratense (red clover) Légumineuses tempérées
S ». ( alense (red Clove . 2

- . ; ‘ (Galegoides)

M. sativa (alfalfa)
M. truncatula

Medicago

[

‘icereae Cicer C. arietinum (chickpea)

[.oteae Lotus L. japonicus J
Phaseolus P, yulgaris (common bean) §

\"igna V. radiata (mung bean)

> Légumineuses tropicales
(Phaseoloides)

h— > > . .
I Glycine G marx (soybean)

Cajanus (. cajan (pigeonpea)

Papilionoideae

Figure N°05-Dendrogramme représentant les relations phylogénétiques de légumineuses
Papilionoideae (zZhu et al., 2005).
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Les deux espéces retenues pour notre étude sont :
- Hedysarum Coronarium ;

-Medicago truncatula.

7.2. Le 1*"macrosymbionte spécifique : Le genre Hedysarum

Hedysarum spp est une légumineuse fourragere spontanée assez répandue dans la région
méditerranéenne. Différentes espéces de ce genre sont rencontrées en Afrique du Nord et en
Europe du Sud dans des étages bioclimatiques et des conditions édapho-agricoles assez
variables (Abdelguerfi-Berrekia et al., 1988). Ces espéces d’intérét agronomique, grace a leur
qualité fourragére et leur capacité a améliorer la fertilité des sols par fixation de ’azote
atmosphérique, peuvent étre exploitées dans la valorisation des régions dégradées, surtout

dans les zones arides et semi-arides (Hannachi et al., 2004).

Le genre Hedysarum renferme des espéces annuelles ou pérennes, diploides ou
tétraploides, autogames ou allogames (Baattout, 1991 ; Boussaid et al., 1995). Il est
représenté en Afrique du Nord par des especes faisant partie du groupe méditerranéen en
présentant un nombre chromosomique de base n = 8 (Quezel et Santa, 1962 ; Pottier
Alapetite, 1979).

En Algérie, le genre Hedysarum regroupe des espéeces endémiques. Certaines espéces ont
une localisation régionale : H. coronarium dans le Nord-Est et H. flexuosum dans le Centre-
Nord du pays (Abdelguerfi-Berrekia et al., 1988). Les espéces du genre Hedysarum sont
caractérisées par une diversité considérable qui concerne aussi bien la morphologie que les

aires de répartition de leurs peuplements.

7.2.1. L’espéce Hedysarum coronarium

L'espece H. coronarium L. également appelée Sulla ou sainfoin d’Espagne, occupe une
large aire de répartition dans le bassin méditerranéen, du nord d’Afrique au sud d’Espagne et
du centre au sud d’Italie (Squartini et al., 2002). Cette légumineuse pérenne est employée

pour le foin, I’ensilage et le paturage. Parmi les especes du genre, seule H. coronarium L. a
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été domestiquée et a toujours été utilisée comme plante fourragere dans plusieurs pays tels
que I'Espagne, le Portugal, I'ltalie, la Grece et I'lsraél dus a un certain nombre de dispositifs
agronomiques appropriés (Benguedouar et al., 1997; Struffi et al.,1998). A I’état spontané,
cette espece se localise sur des sols argilo-limoneux bien drainés des zones méridionales du
bassin méditerranéen. Et montre en fait une résistance marquée aux conditions extrémes,
s'étendant de la sécheresse a la salinité au pH alcalin, permettant sa culture en terre semi-
aride et argiles calcaires avec un pH aussi élevé que 9,3 (Benguedouar et al., 1997; Hannachi
et al., 2004).

Selon Quezel et Santa (1962), le genre Hedysarum L. (sainfoin), se caractérise par : Calice
en cloche, a 5 dents égales ou inégales. Pétales a onglet trés court. Caréne obliquement

tronquée ou arquée vers I’extrémité.

2954

Hedysarum
coronarium
Spanischer
Hanenkopff

oy

Plantae‘ca

Figure N°06-Hedysarum coronarium (www.plantae.ca).

7.3. Le 2¢™macrosymbiont spécifique : le genre Medicago

Le genre Medicago (les luzernes) regroupe de nombreuses especes de plantes proches des
trefles, Appartenant comme eux a la famille des Fabacées (ou légumineuses) sous famille des
Papilionoideae. Il présente 56 especes, annuelles qui sont pour la majorité des diploides

autogames (2n=16 ou 2n=14 dans certains cas), et pérennes qui sont des tétraploides
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allogames (2n=4*=32) (Négre, 1959 ; Heyn, 1963 ; Lesins et Lesins ,1979 ; Small et Jomphe,
1989) plus une seule espéce arbustive répertoriee (Medicago arborea).

Le nom scientifique du genre Medicago n'est pas lié a ses propriétés médicinales, mais au
fait que la luzerne serait originaire de Médie. Quant au nom vernaculaire, il est emprunté a
I’occitan luserna, qui désigne une petite lumiére ou le ver luisant, en raison de 1’aspect brillant

des graines de la plante.

7.3.1. L’espéce Medicago truncatula

C'est une espéce diploide (2n=16) et autogame de taille intermédiaire (60 cm au maximum)
poilue a port variable, présente sur des sols lourds, marneux ou argileux.
L’inflorescence porte de 1 a 5 fleurs de 5 a 8 mm de longueur et présente des gousses de (3

a 12 graines) cylindriques en forme de tronc.

Cette espece est localisée principalement dans les régions chaudes et de basse altitude
méditerranéennes, elle est considérée comme une espece assez sensible au froid et aux
parasites foliaires. C'est une plante modele essentiellement lors des études sur la symbiose

plante-rhizobium (Prosperi, 1995).

[ Photo: Stephen Mifsud ©
www.maliawildplanis.com

Figure N°07-Medicago truncatula (www.maltawildplants.com).
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8. Le microsymbiont : les genres Rhizobium et Ensifer

« Rhizobia » est le terme qui a été donné aux bactéries du sol qui ont la capacité d’induire
des nodules sur les lIégumineuses, et d’y fixer I’azote atmosphérique en symbiose. La plupart
d’entre eux ne forment de nodules qu’avec un petit nombre de plantes hotes, alors que

d’autres sont trés spécifiques et n’infectent qu’une seule espéce (Hopkins, 2003).

Actuellement on préfére substituer au terme de « rhizobia », dérivé du nom du genre
Rhizobium, le terme de BNL = Bactéries Nodulant les Légumineuses (Zakhia et al., 2004). En
effet, des bactéries appartenant a différents genres et classes taxonomiques sont aujourd’hui
connues pour leur capacité symbiotique. Ainsi, les genres Rhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium,  Ochrobactrum,  Allorhizobium,  Azorhizobium,  Methylobacterium,
Bradyrhizobium, Blastobacter, Devosia (classe des a-protéobactéries) et Burkholderia et
Ralstonia (classe des B protéobactéries) ainsi que certaines y-protéobactéries (Benhizia et al.,
2004), forment actuellement I’ensemble des bactéries connues comme symbiotes de
Iégumineuse (Figure N°08) (Zakhia et de Lajudie 2001; Moulin et al., 2001; Chen et al.,
2001; Ngom et al., 2004).

Xanthomonas
Pseudomonas

/

Ralstonia \ /
: \ 'Y ‘ Phyliobacterium
\ \ / Mesorhizobium
Cupriavidus < \ ) / ST
~ \ / Agrobactenum
\ B \( Shinella
Burkholderia —— » Sinorhizobium
— Rhizobium
~ o
o Ochrobactrum
> / Brucella
Bordetella /
/ Bartonelia
f
/ Azorhizobium
Neissena /
O - Methylobacterium
Rickettsia Rhodopseudomonas g agyrhizobium

Figure N°08-Arbre phylogénétique de 'ADNr 16S d’a, B et y-protéobactéries. Les genres

indiqués en gras comprennent des rhizobiums (Masson-Boivin et al., 2009).
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La premiere bactérie nodulant une légumineuse a été isolée en 1888 par Beijerink, et
initialement nommée Bacillus radicicola, puis renommée Rhizobium leguminosarum (Frank,
1889).

Les rhizobiums ont été décris comme bactéries fixatrices d’azote, a Gram négatif, aérobies,
ayant une forme de batonnets de 0,6 a 0,9 nm de largeur et de 1,9 & 3nm de longueur et non
sporulants (Jordan, 1984). Ce sont des bactéries mobiles grace a un flagelle polaire ou

subpolaire ou 2 a 6 flagelles péritriches (Figure N°09) (Werner, 1992).

Figure N°09-Rhizobium leguminosarum (cellule mobile flagellée et bacteroides) Jordan (1984) in

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, vol. 1.

Les Rhizobiums sont trouvés soit a 1’état libre (en général dans le sol) soit en association
avec des légumineuses. Mais leur critére principal reste leur capacité de nodulation.
Suivant leur vitesse de croissance, ont peut distinguer deux groupes de rhizobiums (Jordan,
1982) : le genre Rhizobium a croissance rapide, et le genre Bradyrhizobium a croissance lente.

On distingue deux formes de Rhizobium :
- Une forme végétative (non bacteroide) : ce sont des microorganismes réguliers que 1’on

trouve dans la rhizosphére et/ou dans le cordon d’infection ou sur les milieux de culture

artificiels.
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Les Rhizobium veégétatifs sont mobiles par un seul flagelle polaire ou par deux a six flagelles
péritriches et apparaissent sous forme de batonnets réguliers de 0,5 a 0,9 um de largeur sur 1,2

a 3 um de longueur (Somasegaran et Hoben, 1994).

- Une forme bactéroide : Il existe des bactéroides réguliers et des bactéroides irréguliers.
Chez les groupes Rhizobium trifolii, Rhizobium meliloti et Rhizobium leguminosarium, les
individus sont irréguliers et ont une taille a peu prés dix fois plus grande que ceux de la forme

végétative (Somasegaran et Hoben, 1994).

- Caracteres physiologiques et culturaux des rhizobia

Le rhizobium est un microorganisme aérobie ou microaérophile et peut se contenter d’une
faible tension en oxygeéne (pression de 0,01 atm). Le pH optimum de la croissance se situe
entre 6 et 7, plus exactement 6.8, mais certaines souches tolerent un milieu acide (pH = 4)
comme Rhizobium japonicum. La température idéale varie entre 25-30°C (Somasegaran et
Hoben, 1994).

Deux groupes sont généralement assignes aux cultures des rhizobia:

- le premier comporte les rhizobia a croissance rapide qui produisent une turbidité dans le
milieu liquide en 2-3 jours et une vitesse de dédoublement chaque 2-4 h.

- Le deuxieme est le groupe des rhizobia a croissance lente, ce sont les Bradyrhizobium. Ils
produisent une turbidité dans le milieu liquide dans 3-5 jours et ils ont une vitesse de
dédoublement de 6-8 h (Somasegaran et Hoben, 1994).

Le yeast mannitol agar (YMA) est un des milieux solides les plus utilisés pour la culture
des rhizobiums (Vincent, 1970). Sur ce dernier les colonies apparaissent sous forme
circulaire, blanche, opaque ou laiteuses, humides, translucides, elles peuvent aussi étre
brillantes. Les colonies jaunes sont pales rencontrées surtout dans les cultures agées
(Somasegaran et Hoben, 1994). Il est admis que seules les bactéries correspondant aux
bactéries non différenciées en bactéroides sont capables de pousser sur boite de Pétri (Boivin-
Masson et al., 2006).
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- Caracteres biochimiques :

Les rhizobiums sont qualifiés de bactéries chimioorganotrophes ; ils utilisent des
carbohydrates relativement simples comme le glucose, le mannitol, le saccharose ainsi que
des composés aminés. Pour certaines especes, la présence de vitamines est cruciale pour leur
croissance (Somasegaran et Hoben, 1994). Les rhizobiums a croissance rapide peuvent croitre
dans une large gamme de carbohydrates, mais celle-ci est meilleure en présence de glucose,
mannitol ou de saccharose. Quant aux souches a croissance lente, la majorité ont une
préférence pour le pentose. (Somasegaran et Hoben, 1994). Les rhizobiums n’assimilent pas
I’azote en dehors de la plante et ont donc besoin d’une source d’azote ammonical ou aminé

pour se développer a I’état libre (Pelmont, 1995).

8.1. Etudes sur le microsymbiont spécifique

8.1.1. Rhizobium sullae (partenaire symbiotique de H. coronarium)

C’est un bacille a Gram négatif, aérobie, non sporulé, mobile par flagelles polaires
multiples. Les Colonies sur le milieu YMA sont circulaires et opaques, atteignant un diameétre
de 3-5 mm dans les 3 jours a 28 °C. Le taux de croissance (10 souches mesurées) se situe
entre 0-28 et 0-32 h (Cabrera & Ruiz-Argueso, 1979).

La croissance sur le milieu YMA est inhibée par une concentration de 0-5 et 1% (p / v) de

NaCl et un pH inférieur a 5.5.

La plupart des souches sont résistantes a la carbénicilline et I'acide nalidixique, utilisent d-
(+) galactose, le mannitol, le raffinose, le rhamnose et le lactose comme source de carbone et

le glutamate, la proline, la valine, l'isoleucine, I'arginine et I'asparagine comme source d'azote.

Un nombre de travaux portant sur I’aspect phénotypique de ’espéce Rhizobium sullae
montrent que cette souche assimile tous les mono et disaccharides comme source de carbone,
sauf le citrate de Na, et une bonne partie des acides aminés comme source d’azote, se cultive
jusqu’a 32°C et tolére 0,5% de NaCl. Cette espece réduit les nitrates, hydrolyse 1’urée, et
posséde une polygalacturonase comme la majeure partie des autres espéces de Rhizobium. Les
especes isolées du bassin mediterranéen montrent un méme profil de protéines cellulaires sur
SDS-PAGE, un méme profil plasmidique sur gel d’agarose (Struffi et al., 1998). Une

électrophorese des isoenzymes de la méme espece isolée en Algérie, Italie et Espagne, montre
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un degré de polymorphisme pou certains enzymes comme ADh, MDH, IDH et G6P, entre

autres (Benguedouar, 1997).

La teneur en G + C est de 61,6% en moles (Struffi et al., 1998). Les valeurs d'hybridation

d’ADN entre les membres de taxons sont supérieures a 70%.

Parmi les techniques moléculaires utilisées permettant d’inclure I’espéce Rhizobium
sullae dans le genre rhizobium sont, entre autres, le séquencage de I’ARNr 16s et
I’hybridation ADN-ADN (Squartini, 2002).

Le sequencage de ARNr 16S de quatre souches de Rhizobium isolées de H. coronarium

dans le bassin méditerranéen montre une totale similitude.

Trois souches parmi les symbiotes H. coronarium (IS123T, A6 et RHF, respectivement
isolées en Espagne, en Algérie et en Italie) ont été choisies pour une série d'hybridations par
paires avec des différentes espéces de Rhizobium. Les résultats montrent une homologie de

77,3 2 100% avec une moyenne de 92,1%.

8.1.2. Ensifer medicae (partenaire symbiotique de Medicago truncatula)

Ensifer (Sinorhizobium) medicae est un microsymbiont fixateur d’azote efficace d’un large
éventail d’espéces annuelles de Medicago. C’est un bacille acido-tolérant, aérobie, mobile,
non sporulé, Gram négatif. Cette bactérie a été isolée a partir des nodules de racine de

M.murex recueillies en Sardaigne, en Italie en 1981 (Reeve, et al., 2010).
E.medicae WSM419 forme des colonies mucoides qui peuvent apparaitre en forme de

beignets (a) sur des milieux spécifiques tels que YMA, ne forme pas de spores (b) et des

flagelles péritriches. (c) (Reeve, et al., 2010).
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Figure N°10- unique morphologie des colonies (a) la numérisation (b) et la transmission (c) au
microscope électronique de E.medicae souche WSM419 (Reeve, et al., 2010).

Sur un milieu minimum incubé a 28°C E. medicae WSM419 a un temps de génération de
4.1h. D’aprés les analyses phylogénétiques il appartient a la famille des Rhizobiaceae, la

classe des Alphaproteobacteria (Reeve, et al., 2010).

Une contrainte particuliere a la formation de cette symbiose est 1’acidité, principalement en
raison de la nature sensible aux acides. La culture en laboratoire du microsymbionte de
Medicago montre qu’il ne parvient pas a se développer en dessous du pH 5,6 et il est

considéré comme le plus sensible a I’acidité (Reeve, et al., 2010).

La taille de son génome est de 6,817,576bp contenant 6518 genes codants pour des
protéines et 81 genes seulement codant pour I’ARN. Le génome contient un chromosome de
la taille de 3,781,904bp et de 3 plasmides de taille 1,570,951 pb 1,245,408 bp, et 219,313 bp.
Le plasmide le plus petit est une caractéristique unique de ce microsymbionte (Reeve, et al.,
2010).

E. medicae et E. meliloti sont traditionnellement séparés sur la base de la nodulation
efficace (Nod+, Fix+) par E. medicae sur M. polymorpha, caractéristiques symbiotiques
spécifiques qui distinguent E. medicae WSM419 de E. melilotiincluantsa capacité a noduler
et a fixer ’azote efficacement avec un large rang de Medicago annuelles méditerranéennes,
incluant M. polymorpha, M. arabica, M. murex et M. sphaerocarpos. WSM419 est
symbiotiquement compétente avec ces espeéces lorsqu’elles sont cultivées dans des sols
acides, en revanche WSM419 est Fix- avec les espéces de Medicago annuelle des sols alcalins

comme M. littoralis, M. tornata et les hybrides de M. littoralis/M. truncatula. WSM419 est
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aussi Nod+, Fix+ avec les légumineuses fourragére pérennes M. sativa, mais moins efficace
avec ces espéces que ne le sont certains isolats de M. meliloti. Cette souche est plus efficace a
fixer ’azote avec M. truncatulla que Meliloti SmI021, ce qui en fait un candidat idéal pour

I’inoculation de ce genre de légumineuse (Reeve, et al., 2010).

M. truncatula a la capacité de former une symbiose efficace avec deux espéces
bactériennes, S.meliloti et Sinorhizobium medicae (Reeve, et al., 2010).

Le polymorphisme moléculaire de I’ADN a été estimé par électrophorese capillaire simple
brin polymorphisme de conformation et le fragment de restriction polymorphisme de longueur
sur cing locis. Plus de 90% des rhizobiums isolés appartenait a I'espece Sinorhizobium
medicae (autres appartenaient a Sinorhizobium meliloti ), avec des proportions différentes des
deux especes parmi les quatre lignes de M. truncatula . Les populations de S. Meliloti sont

plus diversifiées que celles de S. Medicae (Reeve, et al., 2010).

D’un point de vue diversité bactérienne, un total de 255 isolats de Sinorhizobium ont été
obtenus, avec 52 a 59 individus provenant de chacune des especes M. truncatula. La
proportion de S. medicae était significativement plus élevée que celle de S. Meliloti (Reeve,
etal., 2010).

9. Effet des métaux sur les bactéries du sol (Rhizobium)

L’exposition a un exces de manganese affecte la composition de la membrane externe
chez les rhizobia. En fait, Appana (1988) a montré que les fortes concentrations en manganese
peuvent altérer la composition ainsi que le r6le des exopolysaccharides chez des souches de
Sinorhizobium meliloti. Wilson et Reisenauer (1970) ont rapporté que le manganése et le zinc
affectent négativement la croissance des rhizobia. Un excés de zinc exerce un effet inhibiteur
non seulement sur la croissance des rhizobia mais aussi sur leur efficience a travers la perte

des plasmides symbiotiques (El-Hilali, 2006).

La résistance des souches de lupin aux différentes concentrations testees en cadmium et en
mercure parait étre semblable. Ces deux métaux ont été testés a de faibles concentrations et
les résultats confirment qu’ils sont les plus inhibiteurs de la croissance. La taille des colonies

formées a été également et visiblement trés reduite par rapport a celle des témoins.
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Actuellement, le cadmium est reconnu comme étant nefaste aussi bien pour les

microorganismes symbiotiques que pour 1’établissement de la symbiose (El-Hilali, 2006).

Les métaux lourds présents dans le sol peuvent entrainer un disfonctionnement du
métabolisme cellulaire des rhizobia. Le nombre et la survie de ces bactéries dans les sols
contaminés peuvent étre séverement affectés. Angle et al. (1993) ainsi que Tong et Sadowsky
(1994) ont rapporté que les souches de Bradyrhizobium sont plus résistantes aux métaux
lourds puisqu’ils ont la capacité d’alcaliniser le milieu et rendre ainsi les métaux moins
disponibles dans leur environnement. Cependant, une grande variabilité de résistance a
differents métaux lourds a été observée entre les souches appartenant a la méme espece
bradyrhizobium japonicum . 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
toxique. L’effet combiné du pH et des métaux lourds sur une population de Rhizobium
leguminosarum et sur son potentiel fixateur d’azote s’est révélé plus néfaste sous les
conditions d’acidité. Certaines associations rhizobium — légumineuse sont capables de se

maintenir sur des sols a haut contenu en métaux lourds (El-Hilali, 2006).
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1. Caracteres phénotypiques des isolats

1.1.1solement des bactéries a partir des nodules

1.1.1. Collecte des nodules

La collecte des nodules est réalisée a partir des racines des deux plantes spontanées
Hedysarum coronarium et Medicago truncatula dans la région de Constantine, au niveau du
campus universitaire de la Chaaba et au niveau de la route de Menia (Constantine). Le
prélévement des nodules est realisée selon les techniques préconisée par Vincent, J.M. (1970)
et Somasegaran,P. et J. Haben (1994).

I1 s’agit de creuser environ 15 cm autour de la plante et 20 cm dans le sol pour extraire la
plante et son appareil racinaire. Une fois la plante transportée au laboratoire, manuellement on
se débarrasse de la terre au niveau des racines en prenant soin de ne pas endommager les
nodules, ensuite les racines et leurs nodules sont lavés délicatement a I’eau de robinet afin

d’éliminer le reste du sol.

Photo N°01- Medicago truncatula Photo N°02- Hedysarum coronarium
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1.1.2. Conservation des nodules

Les nodosités sont prélevées délicatement a partir des racines de la plante a I’aide d’un
bistouri, puis séchées au papier absorbant, pour étre conservées dans un tube contenant un

dessiccateur : le chlorure de Calcium (Ca Cl) jusqu'a leur utilisation (Vincent. J.M., 1970).

Le nom de la plante, la date et le lieu de prélevement, ainsi que la date de conservation sont

mentionnés sur chaque tube.

Bouchon

Nodules

Coton

CaCl,

Figure N°11- Conservation des nodules sous CaCl. (Vincent, 1970).

1.1.3. Stérilisation des nodules

Les nodules conservés sous agent dessiccateur sont transférés dans un tube contenant de
I’eau et mis au réfrigérateur pendant toute une nuit.

Les nodules sont immergés 5 a 10 secondes dans 1’éthanol puis transférés dans une
solution de Chlorure de Mercure (HgCl>) acidifié a 0,1% (p/v) pendant 3 minutes, ensuite sont
rincés 10 fois a I’eau distillée stérile. Apres le dernier ringage, les nodules sont laissés dans un

flacon d’eau distillée stérile pendant une heure. (Vincent, J.M., 1970).

1.1.4. Isolement des bactéries a partir des nodules

L’isolement est realisé selon la méthode du nodule écrasé réalisée par Vincent, J.M., (1970).

Sous une hotte a flux laminaire de la marque KOTTERMANN, les nodules sont déposés

séparément dans une boite de Pétri stérile, chacun est immergé par 2 a 3 goutes d’eau distillée
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stérile. Avec une pince stérilisee par flambage, les nodules stériles sont écrasés
individuellement. A I’aide d’une anse de platine, flambée au bec bunsen, le jus du nodule est
prélevé et étalé sur boite de Pétri contenant un milieu spécifique, Yeast-Mannitol-Agar
(YMA, Vincent, J.M., 1970) additionné de rouge Congo (Annexe 01).

L’ensemencement est réalisé selon la technique des quatre cadrans de manicre a avoir des
colonies bien isolées et donc faciles a caractériser. Le méme broyat du nodule est ensemencé
sur une boite de Pétri contenant le milieu Glucose Peptone Agar additionnée de pourpre de
bromocresol (GPA au BCP. Annexe 1) et sur bouillon YMB. Les boites sont incubées a 28°C

pendant 48 a 72 h.

e,

Figure N°12- Ensemencement par la technique des quatre cadrans (Vincent, 1970)

Le méme protocole est suivi pour les nodules de Medicago truncatula.
2. Caractéres culturaux

Les caractéres recherchés sont :

- La forme, 1’aspect et la couleur des colonies.

- La croissance sur les milieux suivants (Annexe 1):

YMA (Yeast Mannitol Agar).

YMA + RC (Yeast Mannitol Agar + rouge Congo).

YMA + BTB (Yeast Mannitol Agar + bleu de Bromothymol).
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2.1.Purification des isolats

La méthode consiste & mettre en culture les inoculums sur bouillon YMB 24h a 28°C et
de les ensemencer sur YMA+ rouge Congo. Les colonies ayant peu absorbé le rouge Congo
sont prise en considération. Ces colonies ont fait 1’objet de repiquages successifs sur

YMA+RC et d’une coloration de Gram (annexe 2) afin d’assurer leur degrés de pureté.

La forme, la couleur, la taille, et la texture des colonies bactériennes sont vérifiées sur le
milieu YMA. La vitesse de croissance des isolats est mise en évidence dans des boites de
contenant le milieu YMA additionné de bleu de bromothymol (BTB) (annexe 3) qui a une
couleur verte a pH 6,8. Les bactéries a croissance lente montre une réaction alcaline dans ce
milieu et la couleur vire vers le bleu. Cependant les bactéries a croissance rapide donnent une

réaction acide modifiant la couleur verte au jaune (Somasegaran et Hoben, 1994).

2.2.Conservation des isolats

La conservation des souches isolées se fait sur le milieu YMA+CaCo3. L’ensemencement
est réalis€ a partir d’une culture bactérienne en milieu YMB sur boite de Pétri. Apres

incubation pendant 72h a 28°C, les boites de Pétri sont conservées au réfrigérateur a 4°C.
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Tableau N°01- isolats et souches de référence utilisées

Code des Souches Plante-hote Origine Source
souches géographique
A6 Rhizobium sullae sp | Hedysarum Constantine, A.Benguedouar—
.coronarium Algérie Constantine
Cll Mesorhizobium sp. Cicer arietinum | Constantine, S.Dekkiche-
Algérie Constantine
T R. leguminosarum bv. B.J.Rolfe,
trifolii Camberra
843
HC1 Notre étude H.coronarium | Constantine, Cette étude
Algérie
HC2 Notre étude H.coronarium | Constantine, Cette étude
Algérie
HC3 Notre étude H.coronarium | Constantine, Cette étude
Algérie
Med1 Notre étude Medicago Constantine, Cette étude
truncatula Algérie
Med?2 Notre étude Medicago Constantine, Cette étude
truncatula Algérie

3. Caractéristiques métaboliques des isolats

3.1.Tests biochimiques (recherches des enzymes spécifiques)

3.1.1. Réduction des nitrates

Les souches sont cultivées sur bouillon TY contenant 0.1% de KNOs (w/v).

Apres 4 jours d’incubation avec agitation a 28°C, on ajoute a la culture 3 a 4 gouttes des
réactifs de la nitrate réductase (Guiraud, 1998).

Reactif | : Acide sulfanilique a 3% dans I’acide dilué a 25%.

Réactif I : a naphtylamine a 0.5% dans 1’acide dilué au méme temps.
Apres addition des réactifs I et II, s’il y a une coloration rouge, cela signifie que les

souches ont une nitrate réductase + ; si non, on rajoute une pincée de poudre de zinc et on

observe la couleur (une coloration rouge signifie la non réduction des nitrates, alors qu’un
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milieu incolore indique que le stade nitrate est dépassé, donc la souche possede la nitrate

réductase).

3.1.2. Hydrolyse de ’urée

Pour mettre en évidence la présence d’une uréase, les isolats et souches témoins sont
cultivés sur milieu YMA contenant 2% w/v d’urée et 0.012 g/l de rouge de phénol comme

indicateur de pH.

Le milieu solide sans urée est autoclavé a 120°C pendant 20 minutes puis refroidi jusqu’a
environ 45°C. La solution d’urée est stérilisée par filtration (0.22um) et ajoutée au milieu en

phase liquide sous la hotte a flux laminaire puis incubation a 28°C pendant 48 heures.

La réaction positive est indiquée par la présence de colonies alcalinisant ou acidifiant le

milieu.

3.1.3. Activité cellulolytique

La détermination de la présence d’une activité endoglucanasique est réalisée selon la

méthode modifiée du rouge Congo de Teather et Wood (1982).

Les bactéries sont mises en culture sur milieu YMA contenant 0.25% w/v de CMC

(carboxy-methyl-cellulose), puis incubées a 30°C pendant 5 jours.

Apres incubation, les boites sont rincées délicatement a 1’eau courante, puis remplies d’une
solution de rouge de Congo (1mg/ml) et incubées 30 min a 30°C. La solution du rouge Congo
est remplacées par une solution de NaCl 1M, les boites sont laissées a température ambiante

pendant 30 min puis sont vidées.

Les colonies apparaissent sur fond rouge, avec un halo jaune orangé mettant en évidence

I’activité endoglucanasique.
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4. Résistance intrinséque aux métaux lourds

4.1.Détermination de la CMI sur milieu solide

La capacité des souches étudiées a tolérer cing metaux lourds est testée par la
détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) sur le milieu Mueller-Hinton

contenant diverses concentrations croissantes des métaux lourds suivants :

Tableau N°02- Différentes concentrations de métaux lourds utilisés

Métaux Concentrations en pg/ml de milieu Mueller-Hinton

ZnS0O4 100 200 500 1000
Pb (COO0)2 500 1000 1500 2000
CdClz 20 50 100 200
CuSO04 200 500 1000

HgCl2 5 10 20

Les boites sont subdivisées en portions au nombre des souches étudiées, puis ensemencées

et mises a incubation a 28°C durant 5 a 7 jours.

5. Mesure de la Croissance des souches en milieu liquide et en présence de
meétaux lourds

Différentes concentrations des mémes métaux utilisés précédemment sont ajoutés a des
flacons contenant chacun 150 ml de milieu TY, ces derniers sont ensuite autoclavés pendant
20 minutes a 120°C.

L’inoculum de chacune des souches est réalisé dans un tube de 7,5ml de TY et incubé 24h
a 28°C et servira pour suivre la croissance de ces souches dans un flacon de 150ml TY

contenant différentes concentrations en métaux lourds.

La mesure de la croissance est mesurée pendant 48 heures dans un spectrophotomeétre
(JENWAY 6300) ou la densité optique est relevée toutes les deux heures a une longueur

d’onde de 600 nm (DOxe00).
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Tableau N°03- Différentes concentrations de métaux lourds utilisés

Métaux Concentrations en pg/ml de milieu TY

ZnS0O4 1500 2500

Pb (COO0)2 2500 3500

CdClz 5 10 20
CuSO04 1500 2500

HgCl2 10 50

36




CHAPITRE Il

Reéesultats



[RESULTATS]

1. Etude morphologique et culturale des isolats

Les aspects microscopique, morphologique et cultural des colonies sont résumés

dans le tableau suivant :

Tableau N°04- Aspect morphologique et cultural des isolats

Isolat HC1 Isolat HC2 Isolat HC3 Isolat Med1 Isolat Med2
Croissance Croissance Croissance Croissance Croissance
apres 24 h. apres 24 h. apres 24 h. apres 24 h. apres 24 h.
Colonies Colonies de | Colonies de | Colonies Colonies
rondes a | forme forme rondes, avec rondes, avec
Croissance sur | bords irréguliere irréguliere un diamétre un diamétre
milieu réguliers avec | avec avec de2a3mm, dela?2mm,
YMA un diametre [ un  diametre | un diamétre | plate, de plate, de
de de 4 mm,[{de 5 mm, | couleur couleur
2 a 4 mm, | plate, lisse, de | plate, blanchatre, blanchatre,
plate, lisse, de | couleur rugueuse, de brillante, brillante,
couleur rosatre, couleur translucide, translucide,
blanche, brillante, rosétre, ayant une ayant une
brillante, opaque, brillante consistance consistance
translucides, ayant une | ayant une | crémeuse. crémeuse.
ayant une | consistance consistance
consistance crémeuse. crémeuse.
crémeuse.
Croissance sur | Les isolats | Les isolats | Les isolats | Les isolats Les isolats
milieu YMA | absorbent trés | absorbent trés | absorbent trés | absorbent trés  absorbent
au rouge | faiblement le | faiblement le | faiblement le | faiblement le trés
Congo rouge Congo. | rouge Congo. | rouge Congo. | rouge Congo. faiblement le
rouge
Congo.
Croissance sur | Apparition Apparition Apparition Apparitions Apparitions
milieu YMA des colonies | des colonies | des colonies | des des
au sans virage de | sans virage de | sans virage de | coloniesavec  colonies
bleu de la couleur du | la couleur du | la couleur du | virage du avec
bromothymol milieu. milieu. milieu. milieu virage  du
de culturedu  milieu
vert au jaune.  de culture du
vert au
jaune.
Observation Bacilles Gram | Bacilles Gram | Bacilles Gram | Bacilles Gram Coccobacilles
microscopique | négatif, de | négatif, roses, [ négatif, roses, | négatif, roses, Gram négatif,
couleur rose, | a bouts ronds | a bouts ronds | de petite  roses, de
et de petite | et de taille [et de taille | taille, fins et petite taille.
taille. moyenne. moyenne. dispersés.
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1.1. Croissance des isolats sur YMA

La croissance sur milieu YMA (Yeast Mannitol Agar) est observée apres 24 a
48h d’incubation (Photo N°03).
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Photo N°03- Aspect des colonies sur YMA.
a) Isolat Med2 b) Isolat HC2

1.2. Croissance des isolats sur YMA + rouge Congo

Les isolats n’absorbent pas le rouge Congo contrairement aux contaminants qui I’absorbent
fortement.

Généralement, les rhizobia et autres B.N.L. apparaissent sous forme de colonies blanches
ou absorbent trés faiblement le rouge Congo (Vincent, 1970 ; Jordan, 1984). Malgré le fait
que ce dernier soit souvent rajouté aux milieux de culture afin d’isoler les rhizobia ou dans le
but de tester la purification des cultures rhizobiales, il ne peut pas étre considéré comme agent
sélectif pour distinguer les rhizobia des autres bactéries.
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Photo N°04- Aspect des colonies sur YMA+ rouge Congo — isolat HC3.

1.3. Aspect microscopique des isolats

Photo N°05- Aspect microscopique des isolats (Grosissement x 100)
a) Isolat Med2 b) Isolat HC1

La coloration du Gram réalisée sur les différents isolats révele des batonnets Gram négatif.
Ce qui répond a I’aspect microscopique aussi des rhizobia que les bactéries nodulant les

Légumineuses (B.N.L.).

1.4. Croissance des isolats sur YMA + Bleu de Bromothymol

Pour les cultures sur milieu YMA contenant le bleu de bromothymol il y a acidification du

milieu apres 24h d’incubation (virage de I’indicateur de pH au jaune) ; ceci confirme que les
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isolats sont a croissance rapide. On note une particularité des isolats HC1 et HC2, ou ’on

décele un virage tardif du milieu (apres 4 jours d’incubation).

Photo N°06- Croissance sur YMA + BTB.
a) Isolat Med2 b) Isolat HC2

2. Recherche d’enzymes spécifiques

2.1. Réduction des nitrates

Apres addition des réactifs | et 1l de la nitrate réductase, toutes les souches réduisent les
nitrates en donnant une couleur rougeéatre, exceptées les souches HC1 et Med2 qui ont donné

une réaction négative (Photo N°07), apres addition de la poudre de zinc.

La coloration rouge ou rose traduit la décomposition des nitrates en nitrites. La réaction
peut étre rendue négative par la réduction des nitrites formés; il faut donc contréler, dans le
cas de I’absence de coloration, s’il reste des nitrates en ajoutant au milieu de la poudre de zinc

qui les réduit et entraine une coloration (Guiraud, 1998).
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Photo N°07- Réduction des nitrates.

2.2. Hydrolyse de ’urée

L’hydrolyse de 1’urée se traduit par une alcalinisation du milieu de culture en observant un
virage de I’indicateur de pH, le rouge de phénol. Seule la souche HC2 a donné un résultat
positif aprés 24h d’incubation qui s’est traduit par un changement de la coloration du milieu

vers le rose fushia (photo N°08-b).

Photo N°08- Hydrolyse de l'urée.
a) Med2 b) HC2

2.3. Activité cellulolytique

Les colonies apparaissant sur un fond rouge entourées d’un halo jaune orangé ce qui met
en évidence ’activité endoglucanasique. Les souches Medl et Med2 donnent une réaction
positive. Quant aux autres isolats on remarque I’absence de 1’halo indiquant une activité

cellulolytique négative.
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Les hémicelluloses, et surtout la cellulose, constituants majeurs des cellules végétales ne
sont accessibles qu’a une flore spécialisée (Davet, 1996). La démonstration de la présence de
la cellulase et du hémicellulase en plus du pectinase chez les rhizobia suppose que ces
bactéries infectent la plante 1égumineuse en hydrolysant la paroi des cellules racinaires dans le
site d’infection (Martinez-Molina et al., 1979).

Les constituants de la paroi cellulaire des plantes sont généralement semblables dans toutes
les plantes dicotylédones et ne sont pas trés divers chimiquement. Les enzymes hydrolysant
ces substrats peuvent jouer un réle dans le procédé d’infection mais n’ont pas un role direct
dans la détermination de la spécificité de 1’hote (Hubbell et al., 1978).

Photo N°09- Activité cellulolytique — isolat Med2

Tableau N°05- Résultats de la recherche d’enzymes spécifiques

Q 7y
& S
—_ o o] i N o
2 = S o |0 [|[© |3 2
; IS = L | [ |2 =
o a =
: [77]
— [«5)
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Réduction des + + + + + + + ¥
nitrates
Hydrolyse de + + + - + - - -
I’urée
Activité + + - - - _ + T
cellulolytique
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3. Résistance intrinséque aux métaux lourds

3.1. Détermination de la CMI sur milieu solide

Les concentrations inhibitrices sont déterminées aprés incubation des souches et isolats sur
milieu Mueller Hinton en présence des métaux lourds pendant 5 a 7 jours a 28°C (Tableau
02).

La tolérance des souches aux métaux lourds est variable. Une croissance est observée en
présence de tous les métaux lourds pour I’ensemble des souches ; exception faite pour le
chlorure de Cadmium (CdClz) qui inhibe la croissance de la majeure partie des isolats.
Toutefois certaines souches de référence présentent une résistance au Cd (R.1. bv trifolii et R.

sullae).

De facon générale, ’effet de la toxicité des métaux lourds sur les microorganismes
telluriques dépendent de leur disponibilité biologique. Ces derniers ont développé plusieurs
mécanismes leur permettant d’immobiliser, mobiliser ou transformer les effets des métaux

lourds (Gremion, 2003).
Ces mécanismes de résistance sont codés par des génes du plasmide et des transposons et

probablement par le transfert des genes ou des mutations spontanées qui permettent aux

bactéries d’acquérir une résistance aux métaux lourds (Gremion, 2003).
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Tableau N°06- Croissance des isolats en présence de métaux lourds

c 3 £ g

o = IS S = =
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c < S S s £ T | I T S 2
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[&] E e

c o 2 8
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O = L2 =

100 ++ + +++ ++ |+ |+ + ++
ZnSO, 200 + + +++ ++ | ++ ++ + ++

500 + + +++ ++ | ++ ++ + +

1000 + + +++ ++ | ++ ++ + +

500 ++ ++ +++ +++ | +++ ++ + ++
Pb(CO0)2 | 1000 ++ ++ +++ +++ | +++ | 4+ + ++

1500 ++ ++ ++ ++ | +++ ++ + ++

2000 ++ ++ ++ ++ | +++ ++ + +

200 + + ++ + ++ ++ ++ ++
CuSOq4 500 + + ++ + + ++ ++ ++

1000 + + ++ + + ++ ++ ++

20 + + + - ++ - - -
CdCl, 50 + + + - ++ - - -

100 + + - - + - - -

200 + + - - - - - -

5 ++ ++ + + + ++ + +
HgCl 10 ++ ++ + + + ++ + +

20 ++ ++ + - + + + +

Photo N°010- Croissance des isolats inhibée en présence de 20ug/ml de HgCl2

a) Souches de référence

b) Isolats
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Photo N°11- Résistance des isolats a une concentration de 1000ug/ml de ZnSOa4.

a) Souches de référence b) Isolats
3.2. Estimation de la Croissance en milieu liquide et en présence des métaux lourds

Selon les résultats obtenus en milieu solide Mueller-Hinton, la croissance des souches et
isolats est réalisée sur bouillon TY en présence et en absence de métaux lourds. La mesure de
I’absorbance sur spectrophotométre est réalisée a Asoo. LeS représentations graphiques
illustrent (ci-apres) le comportement des isolats et souches de référence en fonction d’un

métal et du temps d’incubation (=48h) :
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A6 : Rhizobium sullae

CIHII : Mesorhizobium sp

T : R. leguminosarum bv. trifolii 843
—e— 1500 pg/ml
—a— 2500 pg/mi

Figure N°013- Croissance de l'isolat HC1 et souches témoins en présence de ZnSO4
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Figure N°14- Croissance de l'isolat HC2 et souches témoins en présence de ZnSO4
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Figure N°15- Croissance de l'isolat HC3 et souches témoins en présence de ZnSOa4
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Figure N°16- Croissance de l'isolat Med1 et souches témoins en présence de ZnSO4
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Figure N°17- Croissance de l'isolat Med2 et souches témoins en présence de ZnSO4
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Temps (H)

A6 : Rhizobium sullae

CIHII : Mesorhizobium sp

T : R. leguminosarum bv. trifolii 843
—e— 1500 pg/mi
—a— 2500 pg/ml

Figure N°18- Croissance de I'isolat HC1 et souches témoins en présence de CuSO4
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Figure N°19 Croissance de l'isolat HC2 et souches témoins en présence de CuSO4
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Figure N° 20- Croissance de I'isolat HC3 et souches témoins en présence de CuSOa4
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Figure N° 21- Croissance de l'isolat Med1 et souches témoins en présence de CuSO4
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Figure N° 22- Croissance de I'isolat Med2 et souches témoins en présence de CuSO4
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A6 : Rhizobium sullae

CIHII : Mesorhizobium sp

T : R. leguminosarum bv. trifolii 843
—e— 2500 pg/ml
—a— 3500 pg/ml

Figure N°23- Croissance de I'isolat HC1 et souches témoins en présence de Pb(COO):
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Figure N° 24- Croissance de l'isolat HC2 et souches témoins en présence de Pb(COOQO)2
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Figure N°25- Croissance de I'isolat HC3 et souches témoins en présence de Pb(COO)2
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Figure N°26- Croissance de l'isolat Med1 et souches témoins en présence de Pb(COO)2
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Figure N°27- Croissance de l'isolat Med2 et souches témoins en présence de Pb(COO):
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A6 : Rhizobium sullae

CIHII : Mesorhizobium sp

T : R. leguminosarum bv. trifolii 843
—o— 10 pg/ml
—a— 50 pg/ml

Figure N°28- Croissance de I'isolat HC1 et souches témoins en présence de HgCl:
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Figure N°29 Croissance de l'isolat HC2 et souches témoins en présence de HgCl2
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Figure N°30- Croissance de I'isolat HC3 et souches témoins en présence de HgCl2
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Figure N°31- Croissance de I'isolat Med1 et souches témoins en présence de HgCl:
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Figure N°32- Croissance de I'isolat Med2 et souches témoins en présence de HgCl2
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Temps (H)

A6 : Rhizobium sullae

CIII : Mesorhizobium sp

T : R. leguminosarum bv. trifolii 843
—e— 5 pg/ml
—a— 10 pg/ml
—— 20 pg/ml

Figure N°33- Croissance de I'isolat HC1 et souches témoins en présence de CdCl:
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Figure N°34- Croissance de I'isolat HC2 et souches témoins en présence de CdCl:
DO
1,2 ~ —p=—HC3
== HC3
1 = = HC3
—C— Al

== AL
- AL
—o—Cll|
== Cll|

=—¢=Cll|

—T
—T

——T

Temps (H)

Figure N°35- Croissance de I'isolat HC3 et souches témoins en présence de CdCl:
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Temps (H)

Figure N°36- Croissance de I'isolat Med1 et souches témoins en présence de CdCl:
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Figure N°37- Croissance de I'isolat Med2 et souches témoins en présence de CdCl2
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Temps (H)

A6 : Rhizobium sullae
CIHII : Mesorhizobium sp

T : R. leguminosarum bv. trifolii 843

Figure N°38- Croissance des isolats HC1, HC2 et HC3 et souches témoins en absence de métaux
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Temps (H)

Figure N°39- Croissance des isolats Med1, Med?2 et souches témoins en absence de métaux
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Les bactéries isolées a partir des nodules des racines de légumineuses en question,
Hedysarum coronarium et Medicago truncatula, se comportent comme la plupart des
rhizobia, dans leurs aspects microscopique (batonnets Gram negatif) et morphologique
(colonies blanchatres, translucides et a consistance crémeuse) comme le rapporte la littérature
(Jordan, 1984 ; Vincent, 1970). La vitesse de croissance est mise en évidence sur milieu
YMA-+bleu de bromothymol et seules les souches isolées de 1’espéce Medicago truncatula
acidifient le milieu aprés 24h d’incubation. Par ailleurs toutes les souches absorbent tres

faiblement ou pas le rouge Congo.

La recherche d’enzymes spécifiques & la nodulation et la pénétration des bactéries
infectantes et la dégradation des substrats ammoniacaux, n’est pas généralisée. Certains
isolats (parmi HC et Med et Mesorhizobium) n’ont ni uréase ni cellulase. Par contre toutes les
souches réduisent les nitrates. L’avantage de ce dernier résultat est que les souches
bactériennes, isolées du sol, sont en mesure de dégrader les nitrates qui, a forte concentration,

inhibent la fixation biologique du No.

L’utilisation de métaux lourds toxiques (Cd, Hg et Pb) et non toxiques (Cu, Zn) est utile
dans la mesure ou la concentration minimale qui inhibe la croissance des souches est due
particulierement aux métaux lourds toxiques. En effet les souches sont résistantes au Zn, Cu
et Pb dans leur majorite.

Le Cadmium, élément toxique (Soussou, 2013), inhibe particulierement la majorité des
isolats, et le Mesorhizobium sp a fortes concentrations. On note aussi que le Mercure n’inhibe

la croissance d’aucune souche sans faire apparaitre la concentration minimale inhibitrice.

Si la résistance intrinséque aux métaux lourds est réalisée sur milieu solide Mueller-
Hinton, la mesure de la croissance des souches et isolats est réalisée sur milieu liquide,
Tryptone-Yeast (Beringer, 1974). La croissance sur milieu liquide donne des résultats plus
approfondis dans la mesure ou la croissance est suivie pendant presque 48h, ce qui permet

d’observer des phénoménes liés au comportement des souches vis-a-vis des métaux.

Le comportement des souches bactériennes vis-a-vis des métaux lourds toxiques et non
toxiques est different selon les concentrations utilisées. On note par exemple que les souches
de référence Rhizobium sullae (isolée de la Iégumineuse fourragére Hedysarum coronarium)

et Rhizobium leguminosarum bv trifolii (isolée du trefle) présentent une croissance maximale
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avec tous les métaux lourds utilisés, a un degré moindre le Mercure avec la seconde souche.
Ce qui n’est pas le cas du Mesorhizobium sp (isolée de Cicer arietunum par Dekkiche Samia).
En effet sa croissance est réduite avec tous les métaux lourds.

La croissance des isolats, en outre, est fonction de la concentration du métal, toxique ou

pas. Cette observation est en relation avec leur croissance en absence totale de métaux lourds.

Une particularité apparait dans nos résultats, notamment la croissance des souches en
milieu liquide en présence de métaux lourds. La souche A6 (R. sullae) est isolée de la méme
légumineuse fourragere, Hedysarum coronarium, ne se comporte pas de la méme maniére que

les isolats HC1, HC2 et HC3 (nodulant la méme légumineuse).

D’un point de vue physiologique, s’il y a une croissance, faible ou moyenne, par les isolats
et souches, vis-a-vis des métaux lourds toxiques, ¢’est qu’il apparait des phénomeénes liés a la
solubilisation des métaux a I’intérieur de la cellule bactérienne, a la chélation des métaux par
des protéines spécifiques, et de séquestration intra- et extracellulaire des métaux (Maynaud,
2012).

En somme ceci s’explique par une forme de résistance des souches aux métaux lourds,
particulierement toxiques. Quant aux métaux lourds non toxiques, on peut dire qu’ils sont

assimilés dans la mesure ou ils sont constitutifs des protéines.
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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
K2HPO4 0,5
Mg SO47H-0 0,2
Na Cl 0,1
Extrait de levure 0,5
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.
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Apres ajustement de pH on ajoute 10ml de rouge Congo (0.25g rouge Congo dans 100ml
d’eau distillée), puis on ajoute 1’agar.

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.

Aprés ajustement de pH on ajoute 10ml de bleu de bromothymol (0. 5g BTB dans 100ml
d’éthanol), puis on ajoute I’agar.

Composition de milieu Mueller-Hinton en g/l

Extrait de viande 2
Peptone trypsique de caséine 17,5
Amidon 1,5
Eau distillée 1000ml
Agar 15
pH 7,3

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.

Composition du milieu Tryptone Yeast (TY) en g/l (Beringer, 1974)

Tryptone 5
Extrait de levure 3
CaCl2.H20 0,87
Eau distillée 1000ml

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.

Pour solidifier le milieu (Milieu TY Agar) ajouter 12 g d’Agar /I de milieu avant autoclavage
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Annexe 02

Coloration de Gram

Le principe de cette méthode consiste en la fixation de la solution bactérienne a la chaleur a

environ 40°C pendant 10 minutes puis a la réalisation d'une série de colorations :

- Coloration par le violet de gentiane (1 min);
- Mordancage au lugol (20 sec);
- Décoloration a l'alcool (20 sec);

- Recoloration a la fuchsine (1 min).
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Annexe 03

Valeurs de Densité Optique (DO) mesurées des isolats et souches de
référence avec et sans métaux lourds

Tableau N°01- Mesure de la DOseoo de 1’isolat HC1 en présence des métaux lourds

ZnSO4 CUSO4 Pb(COO)z HgC|2 CdC|2
=
S |E |E |E |[E |E |E |= |- _ |-
Folzlz oz oz o|zo|2lEolElE|E|C
s s [g |g |g |g |2 |2 |» |2 |2
un u un u un un (=] (= (=] (=)
v (@] v (g\] (g\] en - (g\] w Al (@]
0 0.090 | -0,020 | 0.0321 | 0.008 | 0.0720 | 0.312 | 0,210 | 0,160 | 0,275 | 0,020 | 0,010
2 0,016 | 0.020 | 0.341 | 0.0110| 0.146 | 0.340 | 0,297 | 0,277 | 0,289 | 0,034 | 0,018
4 0,028 | 0.0320 | 0.346 | 0.0240| 0.236 | 0.353 | 0,303 | 0,301 | 0,290 | 0,036 | 0,025
26 0,481 [ 0.342 | 0.685 | 0.450 | 0.467 | 0.398 | 0,539 | 0,610 | 0,678 | 0,408 | 0,226
28 0,500 | 0.350 | 0.726 | 0.483 | 0.630 | 0.400 | 0,580 | 0,656 | 0,680 | 0,423 | 0,256
30 0,573 (0.375 |[0.741 | 0532 | 0.665 | 0.460 | 0,579 | 0,662 | 0,660 | 0,474 | 0,310
32 0,620 [ 0.414 | 0.805 | 0.570 | 0.685 | 0.355 (0,670 | 0,613 | 0,721 | 0,518 | 0,345
34 0,628 [ 0.428 | 0.813 | 0.578 | 0.692 | 0.342 | 0,687 | 0,580 | 0,715 | 0,525 | 0,358
36 0,632 (0430 (0.815 |[0.584 |0.692 |0.340 0,689 | 0,525 | 0,712 | 0,532 | 0,349
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Tableau N°02- Mesure de la DOssoo de I’isolat HC2 en présence des métaux lourds

ZnSO4 CUSO4 Pb(COO)z HgC|2 CdC|2
g
Eolrolzolzo|z|zlz|ElEolz|Eol

: |2 (2 |2 |2 |2 |2 |2 [2 |2 |2

v (g Y (g\] (o] en — (o] un A (o]
0 0,096 | 0,074 | 0,069 | 0,064 | 0,110 | 0,040 | 0,056 | 0,034 | 0,045 | 0,017 | 0,010
2 0,133 0,090 | 0,158 | 0,103 | 0,116 | 0,143 | 0,114 | 0,082 | 0,054 | 0,032 | 0,021
4 0,236 | 0,104 | 0,356 | 0,107 | 0,182 | 0,231 | 0,258 | 0,130 | 0,164 | 0,076 | 0,045
26 0,240 | 0,348 | 0,605 | 0,285 0,197 | 0,232 | 0,381 | 0,286 | 0,455 | 0,404 | 0,148
28 0,245 (0,536 | 0,861 | 0,365 | 0,209 | 0,234 | 0,401 | 0,332 | 0,606 | 0,430 | 0,214
30 0,296 | 0,540 | 0,915 ] 0,412 | 0,257 | 0,353 | 0,470 | 0,353 | 0,646 | 0,455 | 0,370
32 0,315 0,595 | 0,980 | 0,420 0,300 0,33 | 0,505 (0,375 0,685 | 0,537 | 0,382
34 0,362 | 0,598 | 0,992 | 0,448 | 0,345 | 0,300 | 0,529 | 0,407 | 0,715 ] 0,516 | 0,420
36 0,398 | 0,602 | 1,050 | 0,471 10,378 | 0,279 | 0,554 | 0,425 | 0,725 | 0,465 | 0,447
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Tableau N°03- Mesure de la DOxsoo de I’isolat HC3 en présence des métaux lourds

ZnSO4 CUSO4 Pb(COO)z HgC|2 CdC|2

S

2 |2 |2 |2 |2 |2 [E |- |- |-

o = = 2 2 2 2 % % E §n §n
$ |2 |§ £ |2 |2 |2 |5 |2 |2 |2
e (o] A (o] (o] en v (o] un A (o]

0 0,09 0,07 {003 002 (0,03 |0,07 001 {002 |0,046 |0,02 |0,03
9 1 5 0 0 0 4 4 5 0

2 0,10 | 0,07 |0,04 003 |0,03 |0,24 0,02 |0,03 |0,048 |0,03 |0,04
7 6 3 0 7 8 8 1 2 9

4 0,22 |0,12 {004 005 0,03 |0,29 |0,10 |0,03 |0,065 |0,04 |0,05
4 2 4 0 9 2 2 9 0 0 0

26 028 /031 {034 0,23 (033 |0,31 |0,26 [0,29 |0,276 | 0,25 |0,22
4 0 4 6 2 0 6 7 7 2

28 0,30 (0,42 |04 035 (043 |0,32 |03 (035 0,365 |0,35 |0,26
3 0 5 6 2 3 5 8 5 4

30 0,31 043 |0,46 048 (045 |051 035 (039 (0,409 |0,53 |0,37
3 0 9 0 5 7 5 5 5 6

32 044 043 {049 051 (048 |055 036 (042 (0435 |056 |041
5 1 9 0 7 0 0 7 1

34 048 044 {051 049 (050 |050 037 [044 |0472 |058 |041
9 8 8 3 5 4 8 1 7

36 050 (045 {053 047 |053 |048 10,38 |045 |0,507 |058 |0,45
3 6 7 9 6 7 2 0 1 5
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Tableau N°04- Mesure de la DOjgo0 de I’isolat Med1 en présence des métaux lourds

ZnsO, | CuSOs |Pb(COO).| HgCl: CdCl;
S
215 |E |% [E |8 |% |5 |< = |
on =Nl =Nl =Nl on on —
- = = = = = = = = £ = =
" lg |z |g |g |g |g |2 |g |8 |E |E
w w w w Lo w = = = =
v (o] v (g\] N en v (o] w v [\
0 0,075 0,081 | 0,072 | 0,050 | 0,066 | 0,044 | 0,063 | 0,044 | 0,043 | 0,043 | 0,036
2 0,093 | 0,107 | 0,136 | 0,117 | 0,270 | 0,054 | 0,114 | 0,108 | 0,152 | 0,112 | 0,064
4 0,208 | 0,144 | 0,241 | 0,168 | 0,213 | 0,168 | 0,187 | 0,205 | 0,228 | 0,190 | 0,133
26 0,745 | 0,735 | 0,808 | 0,920 | 0,814 | 0,575 | 0,654 | 0,795 | 0,868 | 0,800 | 0,754
28 0,759 | 0,725 | 0,824 | 0,978 | 0,834 | 0,580 | 0,790 | 0,670 | 0,870 | 0,807 | 0,765
30 0,780 | 0,764 | 0,855 | 1,101 | 0,822 | 0,628 | 0,820 | 0,660 | 0,900 | 0,841 | 0,810
32 0,805 | 0,763 | 0,840 | 1,100 | 0,794 | 0,618 | 0,682 | 0,633 | 0,863 | 0,861 | 0,800
34 0,818 | 0,763 | 0,835 | 0,990 | 0,788 | 0,609 | 0,678 | 0,621 | 0,850 | 0,862 | 0,782
36 0,832 | 0,761 | 0,830 | 0,978 | 0,782 | 0,591 | 0,663 | 0,611 | 0,848 | 0,860 | 0,760
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Tableau N°05- Mesure de la DOssoo de I’isolat Med2 en présence des métaux lourds

ZnSO4 CuSOs | Pb(COO). | HgCl CdCl;

=

S |E |E [E |E |E |E |- |-~ D
S S S S = S = = = = n
w u u u w w (=} (=} (=] [—J
= o e o (g\] en v (g\] w v o

o
o
RN
(o]
\‘
o
[EEN
N
w
o
N
a1
o
o
o
(€2
SN
o
o
S
oo
o
o
~
o
o
N
a1
(@)
o
N
(o]
N
o
[EEN
~
(@)
o
[EEN
w
S
o
N
w
-

2 0,228 | 0,142

o
w
xS
o
o
o
|
[op}

0,120 | 0,314 | 0,287 | 0,301 | 0,259 | 0,242 | 0,246

4 0,279 | 0,161 | 0,408 | 0,125 | 0,180 | 0,355 | 0,192 | 0,258 | 0,283 | 0,292 | 0,317

26 0,705 | 0,770 | 1,252 | 0,803 | 0,643 | 0,420 | 0,870 | 0,925 | 0,954 | 0,694 | 0,940

28 1,119 | 0,754 | 1,252 | 0,815 | 0,650 | 0,700 | 0,958 | 1,030 | 1,046 | 1,095 | 0,992

30 1,093 | 0,647 | 1,140 | 0,900 | 0,666 | 0,720 | 0,958 | 1,085 | 1,060 | 1,095 | 1,028

32 1,086 | 0,654 | 1,217 | 0,904 | 0,679 | 0,722 | 0,971 | 1,095 | 1,119 | 1,136 | 1,002

34 0,985 0,639 | 1,130 | 0,898 | 0,683 | 0,718 | 0,979 | 1,005 | 1,132 | 1,138 | 0,988

36 0,965 | 0,620 | 1,118 | 0,887 | 0,697 | 0,718 | 0,986 | 0,980 | 1,162 | 1,141 | 0,973
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Tableau N°06- Mesure de la DOssoo de la souche A6 en présence des métaux lourds

ZnSOs CuSO. | Pb(COO),| HgCl: CdCl,

—

S |E |E |[E |E |E |E |= |~ - | =
= S S S o > = = %’i = =
w W w w L0 w —)] (=) (=) S
Y (o\] - (o] N (o0) Y (g\] w Y (o\|

o
o
[EEN
o1
$2]
o
[EEN
a1
N
o
N
a1
o
o
o
[}
N
o
N
©O
IS
o
w
o
e}
o
N
[0}
o
o
o
—
o1
o
N
O
e}
o
[EEN
o
©
o
o
(e}
[oe]

2 0,181 | 0,177

o
w
[
o1
o
[EEN
N
w

0,340 | 0,346 | 0,300 | 0,170 | 0,329 | 0,223 | 0,198

4 0,185 | 0,151 | 0,405 | 0,200 | 0,386 | 0,390 | 0,332 | 0,224 | 0,417 | 0,270 | 0,235

26 0,854 | 0,800 | 0,647 | 0,826 | 0,850 | 0,871 | 0,842 | 0,887 | 0,950 | 0,717 | 0,502

28 0,902 | 0,821 | 1,076 | 0,840 | 0,960 | 1,100 | 0,955 | 0,890 | 0,965 | 0,940 | 0,525

30 0,903 | 0,823 | 1,078 | 0,877 | 0,993 | 0,960 | 0,960 | 0,909 | 0,984 | 1 0,578

32 0,832 | 0,852 | 1,081 | 0,840 | 1,013 | 0,940 | 0,945 | 0,963 | 1,028 | 0,966 | 0,612

34 0,820 | 0,854 | 1,085 | 0,832 | 1,036 | 0,926 | 0,936 | 0,962 | 1,032 | 0,954 | 0,615

36 0,812 | 0,860 | 1,078 | 0,815 | 1,035 | 0,911 | 0,920 | 0,962 | 1,046 | 0,942 | 0,614
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Tableau N°07- Mesure de la DOssoo de la souche CllI en présence des métaux lourds

ZnSOs CuSOs; | Pb(COO); | HgCl, CdCl,
=
2 |2 |E |E |E|E |E |. |4 .
=) =V)] =V)] =V)] =) on o)
ﬁ = = = = = = = = g = &
S |g |8 |8 |8 |8 |2 |2 |2 |2
= o e o (g\] en v (g\] w v o
0 0,179 | 0,232 | 0,306 | 0,245 | 0,244 | 0,160 | 0,209 | 0,169 | 0,253 | 0,226 | 0,158
2 0,194 | 0,121 | 0,313 | 0,230 | 0,255 | 0,225 | 0,229 | 0,200 | 0,315 | 0,262 | 0,217
4 0,209 | 0,145 | 0,320 | 0,186 | 0,304 | 0,265 | 0,248 | 0,325 | 0,318 | 0,274 | 0,256
26 0,425 | 0,388 | 0,601 | 0,465 | 0,334 | 0,279 | 0,582 | 0,416 | 0,381 | 0,386 | 0,362
28 0,430 | 0,365 | 0,608 | 0,536 | 0,374 | 0,290 | 0,573 | 0,320 | 0,420 | 0,396 | 0,386
30 0,426 | 0,336 | 0,653 | 0,547 | 0,302 | 0,370 | 0,560 | 0,305 | 0,480 | 0,405 | 0,391
32 0,409 | 0,332 | 0,622 | 0,592 | 0,295 | 0,308 | 0,540 | 0,260 | 0,490 | 0,428 | 0,401
34 0,398 | 0,325 | 0,612 | 0,564 | 0,281 | 0,298 | 0,525 | 0,252 | 0,507 | 0,436 | 0,412
36 0,378 | 0,312 | 0,609 | 0,545 | 0,278 | 0,271 | 0,505 | 0,236 | 0,526 | 0,457 | 0,418
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Tableau N°08- Mesure de la DOxeoo de la souche T en présence des métaux lourds

ZnsOs | CuSOs |Pb(COO).| HgCl. CdCl;
S
2z |z |z [z |||, |- . |-
S ) ) ) ) ) ) c _

= = 2 2 = = = £ = £ =
"z |g |g |g |g |gs [2 |2 |2 |2 |%

w w w w [ g] w = = = =

v (9] — (g\] (o] Log] v (o] w v (gl
0 0,076 | 0,098 | 0,100 | 0,092 | 0,091 | 0,229 | 0,098 | 0,015 | 0,255 | 0,248 | 0,147
2 0,212 | 0,236 0,267 | 0,179 | 0,278 | 0,261 | 0,178
4 0,285 | 0,289 | 0,302 | 0,312 | 0,366 | 0,402 | 0,350 | 0,242 | 0,336 | 0,308 | 0,213
26 0,610 | 0,528 0,587 | 0,443 | 0,566 | 0,543 | 0,380
28 0,582 | 0,574 | 0,687 | 0,552 | 0,666 | 0,674 | 0,640 | 0,512 | 0,625 | 0,594 | 0,427
30 0,666 | 0,688 | 0,720 | 0,646 | 0,765 | 0,754 | 0,716 | 0,641 | 0,672 | 0,632 | 0,475
32 0,933 0,875 (0,814 | 0,754 | 1,071 | 1,119 | 0,922 | 0,723 | 0,750 | 0,647 | 0,491
34 0,915 | 0,867 | 0,998 | 0,879 | 1,088 | 1,142 | 0,932 | 0,705 | 0,797 | 0,702 | 0,512
36 0,870 | 0,860 | 0,862 | 0,763 | 1,038 | 1 0,901 | 0,667 | 0,812 | 0,728 | 0,537
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Tableau N°09- Mesure de la DOysoo des isolats et souches témoins en absence des métaux
lourds

Temps | HC1 HC2 | HC3 | Medl | Med2 | A6 T Clhl
(h)

0 0,193 -0,030 | 0,09 | 0,274 | 0,328 | 0,100 | 0,112 | 0,103
2 0,314 -0,014 | 0,095 | 0,339 | 0,345 | 0,216 | 0,282 | 0,434
4 0,308 | 0,001 |0,155| 0,410 | 0,406 | 0,404 | 0,452 | 0,660
26 0,705 | 0,255 | 0,984 | 1,258 | 1,267 | 0,835 | 0,613 | 1,019
28 0,730 | 0,267 | 0,960 | 1,224 | 1,263 | 0,852 | 0,814 | 1,035
30 0,734 0,295 | 1,054 1,231 |1379 |0,820 0,879 | 1,048
32 0,792 10,245 | 1,074 | 1,242 | 0,982 | 0,698 0,903 | 1,112
34 0,810 |0,250 | 1,070 1,250 | 0,978 | 0,685 | 0,932 | 1,164
36 0,824 |0,251 | 1,060 | 1,252 | 0,967 | 0,664 | 0,956 | 1,170
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