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Résumé  

Vicia faba est une légumineuse qui forme une interaction symbiotique avec les bactéries 

Rhizobium. Cette interaction provoque l'organogenèse d'un nouvel organe racinaire appelé 

nodosité, où un microenvironnement favorable permet aux Rhizobiums de se différencier en 

bactérie capables de fixer le diazote atmosphérique. Ces bactéries convertissent le N2 

atmosphérique en ammonium, qui est ensuite assimilé par la plante hôte. 

L'étude phénotypique des souches, portant sur les caractères morphologiques et culturaux, la 

tolérance aux insecticides a révélé une grande diversité physiologique chez les isolats de Vicia 

faba testés. La résistance aux insecticides a été évaluée sur un milieu solide avec différentes 

concentrations de pesticides. 

 Les résultats obtenus montrent à la fois la résistance et la sensibilité des souches vis-à-vis des 

insecticides. 

Parmi les trois molécules testées Chlorpyriphos-éthyl, semble être les moins efficace car 

l’ensemble des souches présentent une tolérance à au moins 1024 mg/l. 

Aceplan sp 20 semble présenté une activité remarquable car même une faible concentration 

(0.5mg/l) de ce produit est arrivé a éliminé deux souches (p4-5 et p4-5(A)).  

Ces données doivent utilisées afin de faire un screening de nouvelles souches permettant la 

sélection des plus performantes en matière de tolérance aux insecticides. 

 

Mots clés : Rhizobium, Tolérance, insecticides, Vicia faba. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Abstract 

Vicia faba is a legume that forms a symbiotic interaction with bacteries Rhizobium. This 

interaction causes organogenesis of a new root organ called nodosity, where a favorable 

microenvironment allows the rhizobia to differentiate into bacteria capable of fixing the 

atmospheric nitrous. These bacteria convert atmospheric N2 into ammonium, which is then 

assimilated by the host plant. 

The phenotypic study of the strains, concerning morphological and cultural characteristics, 

tolerance to insecticides revealed a great physiological diversity in the isolates of Vicia faba 

tested. Insecticide resistance was assessed on a solid medium with different pesticide 

concentrations. 

The results obtained show both resistance and sensitivity of the strains to insecticides. Among 

the three molecules tested Chlorpyriphos-ethyl, seems to be the least effective because all 

strains have a tolerance of at least 1024 mg/ l. 

Aceplan sp 20 seems to have a remarkable activity because even a low concentration (0.5mg/l) 

of this product arrived to eliminate two strains (p4-5 and p4-5(A)). 

These data must be used in order to screen new strains allowing the selection of the most 

effective in terms of insecticide tolerance. 

Keywords: Rhizobium, Tolerance, insecticides, Vicia faba. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 ملخص

Vicia faba بكتيريا مع تكافلياً تفاعلً  تشكل بقوليات عن عبارة Rhizobium. لعضو عضوي تكوين إلى التفاعل هذا يؤدي 

 في النتروجين تثبيت على قادرة بكتيريا إلى بالتمايز للريزوبيا المواتية الدقيقة البيئة تسمح حيث العقيدات، يسمى جديد جذر

 استيعابه ذلك بعد يتم والذي أمونيوم، إلى الجوي الغلف في الموجود النيتروجين بتحويل البكتيريا هذه تقوم. الجوي الغلف

 .المضيف النبات بواسطة

الحشرية      مع المبيدات  لتحمل، واالبكتيرية الزراعةكشفت الدراسة النمطية للسللات، المتعلقة بالخصائص المورفولوجية و

لات تنوع فسيولوجي كبير في عز عن Vicia faba   التي تم اختبارها. تم تقييم مقاومة المبيدات الحشرية على وسط صلب

 .بتركيزات مختلفة من مبيدات الآفات

تظهر النتائج التي تم الحصول عليها مقاومة وحساسية السللات للمبيدات الحشرية. من بين الجزيئات الثلثة التي تم 

Chlorpyriphos-ethyl اختبارها ملجم/لتر 1024يبدو أنها الأقل فعالية لأن جميع السللات لديها تحمل لا يقل عن    

ملغ/لتر( من هذا المنتج وصل للتخلص من  0.5له نشاط ملحوظ لأنه حتى التركيز المنخفض ) Aceplan sp 20 يبدو أن

.سللتين  (p4-5  وp4-5 (A)) 

تسمح باختيار الأكثر فعالية من حيث تحمل المبيدات الحشريةيجب استخدام هذه البيانات من أجل فحص سللات جديدة   

 .Vicia faba، المبيدات الحشرية، لتحملا ،Rhizobium المفتاحية:لكلمات ا
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Introduction 

L'azote (N), un constituant vital pour les êtres vivants, est indispensable à la production 

de plusieurs molécules cellulaires essentielles, comme les protéines et les acides nucléiques 

(Hu et al., 2024). Ce composé conditionné par la présence dans le sol d'azote sous forme 

utilisable, qu'il soit oxydé ou réduit, minéral ou organique. C'est l'un des plus abondants de la 

planète, il représentant près de 80 % de l'atmosphère, où il se trouve sous la forme de diazote 

gazeux (N2), une forme chimiquement très stable et inexploitable par la majorité des 

organismes vivants (Alunni, Mergaert, 2017). 

La production de légumineuses fourragères et alimentaires représente, en Algérie, l'un des 

principaux défis de l'agriculture, à côté des céréales. Les légumineuses présentent un intérêt 

dans un sol à faible teneur en azote, car elles peuvent établir une symbiose fixatrice d'azote 

atmosphérique avec les bactéries Rhizobiums existantes dans le sol (Riah, 2014). 

Vicia faba est une légumineuse qui a la capacité de fixer l'azote en symbiose avec 

Rhizobium, est connue pour capter le pourcentage le plus élevé d'azote atmosphérique. La 

quantité d'azote fixée par la Vicia faba varie entre 240 et 325 kg/ha. Cette capacité à fixer l'azote 

dépend de nombreux facteurs, notamment de l'efficacité de la souche symbiotique (Benselama 

et al., 2018). 

Les bactéries Rhizobium ont un effet bénéfique sur la croissance des plantes, pouvant 

se développer soit dans le sol soit dans les nodules racinaires des légumineuses hôtes (Pranita 

et al., 2015). 

La fixation biologique de l'azote est un processus ancien où le dinitrogène 

atmosphérique est converti en une forme réduite, exclusivement réalisée par les bactéries et les 

Archées. C'est l'un des services écologiques les plus importants que les microbes fournissent 

aux eucaryotes. Divers organismes tels que les animaux, les plantes, les champignons et les 

protistes établissent des interactions symbiotiques avec les bactéries fixatrices de N2. Ces 

symbioses se traduisent souvent par la formation de nodules racinaires spécialisés, parfois 

même sur les tiges. La capacité de fixer l'azote a été observée chez centaines espèces 

appartenant aux Alphaprotéobactéries et aux Bétaprotéobactéries, notamment les Rhizobiums 

en association avec les légumineuses (Masson‐Boivin et Sachs ,2018). 
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Les pesticides sont une classe de substances chimiques employées à travers le monde 

telles que les herbicides, les insecticides, les fongicides (Ortiz-Hernández et al., 2013). Leur 

utilisation est essentielle pour une production agricole optimale. En effet, ils garantissent un 

bon rendement des cultures. Avec l'extension des surfaces cultivées en Algérie, l'usage des 

pesticides à usage agricole est de plus en plus courant. Environ 400 substances actives de 

pesticides, représentant près de 7000 spécialités, sont commercialisées chaque année (Zamoum 

et al., 2023). 

  Cependant, il a été démontré que certains pesticides peuvent rester dans le sol pendant 

de longues périodes, affectant ainsi le développement d’organismes dans la rhizosphère ainsi 

que la santé humaine, qui sont deux des effets secondaires les plus remarquables. (Mayo-Prieto 

et al., 2022) 

Certains pesticides utilisés en agriculture peuvent être nocifs pour les bactéries fixatrices 

d'azote, non seulement en inhibant le processus de fixation de l'azote chez les bactéries, mais 

aussi en réduisant le taux de respiration de la bactérie et donc en empêchant ses effets positifs 

(Pranita et al., 2015). Malgré que ces obstacles, certains Rhizobium ont montré une grande 

résistance aux effets toxiques des pesticides. Il est possible que cette résistance soit causée par 

divers mécanismes, tels que la dégradation des pesticides (Bipte et al., 2012). 

  L’objectif de notre travail consiste à isoler Rhizobium et étudier la résistance aux 

insecticides. En vue de réaliser un criblage des souches adaptées au facteur bioclimatique de 

l’Algérie, ces souches performantes en matière de résistance aux insecticides doivent avoir un 

grand pouvoir compétitif pour les réintroduire en agriculture. 
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1. Généralités  

1.1.  la fixation biologique de l’azote 

Le plus besoin de l'azote (N) après l'eau sont les plantes (White et Brown, 2010). Sa 

disponibilité affecte la croissance et le développement des plantes, ainsi que le rendement des 

cultures (Gutiérrez, 2012). Même si l'azote est présent en grande quantité dans la biosphère, la 

plupart de l'azote se trouve sous la forme de gaz atmosphérique qui ne peut pas être accessible 

biologiquement (Canfield et al., 2010).  

La fixation biologique de l’azote (FBA) est un processus clé dans le cycle de l’azote et la 

principale source d’azote disponible dans le sol (Li et al., 2022). La FBA est une méthode 

naturelle de transformation de l'azote atmosphérique (N2) en une forme soluble simple et non 

toxique, principalement le NH4
+ (ammonium), exploitée par les cellules végétales pour la 

production de différentes biomolécules. Elle est exclusivement effectuée par des procaryotes 

(Archées et bactéries). Les bactéries sont représentées par divers groupes, tels que les bactéries 

libres comme Azotobacter, Azospirillum, Bacillus ou Clostridium   et les    bactéries 

symbiotiques comme Rhizobium associé aux légumineuses; Frankia associé aux plantes 

actinorhizales et les cyanobactéries associées aux cycas (Soumare et al., 2020).  

La fixation biologique de l'azote est estimée à plus de 170 millions de tonnes par an dans la 

biosphère, dont 80 % est due à la symbiose entre les bactéries Rhizobium et les légumineuses 

(Purwaningsih et al., 2021). 

La fixation de l'azote représente un coût énergétique élevé et la réduction du dinitrogène en 

ammoniac nécessitant au moins 16 ATP par dinitrogène fixe. Toutefois, le coût réel est estimé 

à 20 à 30 ATP, en prenant en considération la production du complexe nitrogénase (Pankievicz 

et al ., 2019). Le complexe de nitrogénase largement conservé chez les diazotrophes libres et 

symbiotiques, leur confère la capacité de participer à divers types d'associations ou 

d'interactions avec leurs plantes hôtes, La voie de réduction biologique du N2 inerte en 

ammoniac (NH3) sous des conditions micro-aérobies est représentée comme suit (Mahmud et 

al., 2020) : 

 N2 + 8H+ + 8e− + 16 ATP                                2NH3 + H2 + 16 ADP  

1.2. Les bactéries fixatrices de l’azote 

Les procaryotes fixateurs d'azote également appelés diazotrophes, peuvent se présenter sous 

une forme libre ou établir des associations symbiotiques (Pankievicz et al ., 2019). 
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1.2.1. Les fixateurs libres  

Les diazotrophes libres constituent une petite fraction de l'écosystème des rhizosphères 

végétales et appartiennent à divers groupes bactériens, tels que les alphaprotéobactéries (les 

Rhizobia, Bradyrhizobia, Rhodobacteria), les bétaprotéobactéries (Burkholderia, Nitrosospira), 

les gammaproteobactéries (Pseudomonas, Xanthosomas), les firmicutes, et les cyanobactéries 

(Mahmud et al., 2020). 

1.2.2. Les fixateurs symbiotiques  

Les diazotrophes, lorsqu'ils sont en symbiose avec les plantes, sont appelés symbiotes, les 

diazotrophes hétérotrophes et les phototrophes s'associent pour fixer le N2. Parmi eux, les 

Rhizobium, qui forment des associations symbiotiques avec la famille des légumineuses 

(Ladha et al.,2022). 

Frankia est une bactérie filamenteuses sporulantes appartenant à la classe des actinomycètes, 

établissent des associations avec des arbres et des arbustes tels que les Casuarina, les Myrica et 

les Aluns (Rabah, 2009). 

Le processus symbiotique conduit à la formation de nodosités, sous le nom de nodules 

actinorhiziens ou actinorhizes, sur le système racinaire lesquels servent de lieu d'hébergement 

au microorganisme. À l'intérieur de ces structures, la plante hôte fournit des substrats carbonés 

à Frankia, qui en retour, convertit l'azote atmosphérique en ammoniac indispensable à la 

croissance du partenaire végétal. La symbiose actinorhizienne, moins étudiée que celle entre 

Rhizobium et les légumineuses, favorise une fixation d'azote similaire et joue un rôle 

écologique essentiel (Benabdoun et al., 2012). 

1.3. Cycle d’azote  

Le processus FBA est à l'origine de la bio géochimie de la Terre, grâce auquel l'azote est libéré 

de l'atmosphère vers les écosystèmes terrestres et marins. L'azote moléculaire réactif est réduit 

lors de la FBA pour se transformer en composés d'ammonium. Ces formes fixées d'azote se 

transforment ensuite en une large gamme d'acides aminés et de composés oxydés par des micro-

organismes, puis sont réintroduites dans l'atmosphère sous forme d'azote moléculaire. La 

dénitrification microbienne dans les sols est responsable de ce processus (Fowler et al., 2013). 

Les différentes étapes du cycle de l’azote : 
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1.3.1.   L’ammonification 

L'ammonification est la création d'ammonium (NH4+) ou d'ammoniac (NH3) par la 

décomposition de la matière organique d'origine végétale ou animale présente dans le sol, 

cette transformation est effectuée par divers microorganismes présents dans les sols et les 

eaux (Figure 1) (Machefert et al ., 2002). 

 

1.3.2. La Nitrification 

La nitrification est un processus strictement aérobie, réalisé par les bactéries : Nitrosomonas et 

Nitrobacter (Machefert et al ., 2002). Il implique une série d'oxydations visant à convertir 

l'ammoniac (NH3) en nitrite (NO2-) puis en nitrate (NO3-) (Pashaei et al ., 2022).  

1.3.3. La dénitrification 

Se déroule en anaérobiose, au cours duquel le nitrate (NO3-) et le nitrite (NO2-) sont convertis 

en azote gazeux, principalement sous forme d'oxyde nitreux (N2O) et d'azote (N2) (Pashaei et 

al ., 2022).   

Figure 01 : Cycle de l’azote (Baba Arbi, 2016). 

1.4. Les légumineuses 

Les plantes légumineuses sont des plantes dont le fruit est une gousse (Magrini et Bedoussac, 

2017). La présence des légumineuses dans la plupart des systèmes de culture à l'échelle 

mondiale est due à leur aptitude à établir une symbiose fixatrice d'azote avec les Rhizobiums. 

Toutefois, les trois principales cultures céréalières du monde, le riz, le blé et le maïs, ne sont 

pas associées aux Rhizobium (Pankievicz et al., 2019). Malgré leur rendement potentiellement 

plus faible et leur rentabilité moindre par rapport aux céréales, les légumineuses sont souvent 

intégrées aux rotations de cultures en raison de cette capacité unique (Murray et al., 2017). 
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Les légumineuses appartiennent à la famille des Fabacées, sont la troisième famille des 

Angiospermes après les Orchidaceae et les Asteraceae, avec plus de 700 genres et près de 20 

000 espèces (Lewis et al., 2005).  

1.4.1. Légumineuse à graine Vicia faba 

1.4.1.1. Description et origine   

La fève, connue sous le nom botanique de Vicia faba L., fait partie de la famille des Fabaceae, 

appartenant à la sous-famille des Papilionaceae selon (Mezani et al., 2016). C'est une 

légumineuse annuelle qui donne des graines, mesurant de 60 à 200 cm. Elle possède une tige 

creuse et rigide, avec une feuille de 2 à 6 folioles. Les fleurs sont groupées en grappes. Le fruit 

est une gousse à la peau épaisse (Daoui, 2007). 

Vicia faba est considérée comme l'une des premières plantes domestiquées au Néolithique. 

Cette culture, principalement cultivée pour l'alimentation animale et humaine sous forme de 

graines fraîches ou sèches, est présente dans les plaines côtières et sous-littorales en Algérie. 

Elle est aussi importante dans les montagnes, notamment en Kabylie, où elle sert à la fois de 

nourriture humaine et animale.  En 2013, Vicia faba a été la culture légumineuse la plus 

importante en Algérie, avec une superficie de 37 000 hectares et une production totale de 42 

000 tonnes, bien que cela demeure modeste comparé à la production mondiale totale (Belhadi 

et al., 2018). 

1.5.   Rhizobium  

Rhizobium est un nom générique pour un certain groupe Gram négatif, qui peuvent former des 

nodules sur la racine, ou dans certains cas sur les tiges, de leurs hôtes et fixer l’azote en 

symbiose avec les légumineuses comme leurs plantes hôtes (Lindström et Mousavi, 2020). 

Les Rhizobiums, ou Rhizobia, sont des bactéries aérobies du sol appartenant à la famille des 

Rhizobiaceae. Les rhizobiums sont des bâtonnets, mobiles (Duhoux et Nicole, 2004). Non 

sporulées (Zakhia et Lajudie, 2001). 0.5 à 0.9 µm de largeur et de 1.2 à 3 µm de longueur 

(Somasegaran et  Hoben, 1994).Ces bactéries capable de former une symbiose avec des 

plantes de la famille des Fabacées, établissant un échange de signaux moléculaires avec la 

plante hôte qui lui fournit des sucres. Le partenaire bactérien convertit l'azote atmosphérique 

en ammoniac (Yaw Boakye et al., 2016). 

Les Rhizobiums libres peuvent infecter les racines des plantes et créer des structures 

morphologiques spécifiques appelées nodules racinaires (Shumilina et al., 2023). 
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1.5.1.   Taxonomie de Rhizobium  

Les Rhizobiums sont des bactéries qui font partie de deux sous classes phylogénétiques 

différentes : les α-protéobactéries et les β-protéobactéries. Avec plus de 100 espèces réparties 

en 13 genres différents : (i) 11 représentant la sous-classe α-Protéobactéries et qui englobe les 

genres suivants : Rhizobium, Mesorhizobium, Ensifer, actuellement Sinorhizobium, 

Bradyrhizobium, Phyllobacterium, Microvirga, Azorhizobium, Ocrhobactrum, 

Methylobacterium, Devosia et Shinella. (ii) Deux types de bactéries de la sous-classe β-

Protéobactéries, l'ordre des Burkholderiales, comprenant Burkholderia et Cupriavidus, 

anciennement appelés Ralstonia (Zakhia, de Lajudie, 2001) (Rüberg et al ., 2003) 

(Velázquez et al ., 2017) (Tableau1). 

Tableau 01 : Classification des Rhizobium (Noel, 2009). 

Protéobactéries Espèces 

Division Genre Nombre Représentatives Hôtes représentatives 

 

 

 

 

 

Alpha 

 

 

Rhizobium 

 

 

16 

R.leguminosa

rum R.etli 

R.tropici 

P.sativum, Trifoliumetc. 

Phaseolus

Leucaena 

 

Bradyrhizobium 

 

7 

B.japonicum 

B.elkanii 

Glycine,Vign

a Glycine 

Sinorhizobium(Ensifer)  

11 

S.eliloti 

S. fredii 

Medicago 

Glycine,Vign

a 

Azorhizobium 2 A.caulinodans Sesbania 

Mesorhizobium 11 M.loti Lotusspp. 

Allorhizobium 1 A. undicola Neptunia 

Methylobacterim 1 M.Nodulans Crotalaria Spp. 

Devosia 1 D.neptuniae Neptunia 

Ochrobacterim 1 O.lupinus Lupinus 

Phyllobacterim 1 P. lupinii Trifolium et Lupinus 

 

Beta 

Burkholderia 5 B.phymatum Mimosa 

Cupriavidus 

(Ralstonia) 

 

2 

 

C.taiwanensis 

 

Mimosa 
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1.5.2. Caractères généraux des Rhizobiums  

Plusieurs recherches de microbiologistes ont été réalisées afin d'évaluer la variété des 

Rhizobiums. Ces études ont permis d'étudier plusieurs caractéristiques phénotypiques et 

génétiques, qui ont été de base pour la définition de l'espèce (Dahbia ,2016).  

 

1.5.2.1. Caractères culturaux  

Les Rhizobiums cultivés nécessitent un milieu de culture contenant du carbone, de l'azote et 

des sels minéraux (Somasegaran et Hoben, 1994). Le yeast mannitol agar (YMA) est un milieu 

solide qui favorise la culture de Rhizobiums. Les colonies sont de forme circulaire, de teinte 

blanche opalescente ou laiteuse, exhibant une texture humide et translucide. Elles peuvent aussi 

présenter des variations de surface, pouvant être lisses, brillantes ou au contraire, rugueuses. 

Les colonies jaunes ont tendance à être plus pâles, surtout dans le cas de cultures plus anciennes 

(Somasegaran et Hoben, 1994).  

 

Les Rhizobiums sont classés en deux grands groupes : 

1.5.2.1.1. Les Rhizobiums à croissance rapide :  

Après 2 à 3 jours dans un milieu de culture liquide, elles développent une turbidité remarquable, 

avec un temps de génération de 2 à 4 heures. Elles peuvent utiliser différents hydrates de 

carbone (mais elles sont généralement plus développées sur le glucose, le mannitol et le 

saccharose), ce qui entraîne souvent une production d'acide. Les Rhizobiums de ce groupe sont 

souvent présents sur les légumineuses des régions modérées et chaudes (Sadowsky et al., 1983) 

(Somasegaran et Hoben, 1985) (Bala et al., 2004). 

 

1.5.2.1.2. Les Rhizobiums à croissance lente :  

Ils nécessitent 3 à 5 jours pour produire une turbidité modérée dans un milieu liquide ,  avec un 

temps de génération de 6 à 7 heures. Ce groupe de Rhizobium produit des alcalis et se développe 

sur une variété moins large de sources de carbones (Sadowsky et al., 1983) (Somasegaran et 

Hoben, 1985) (Bala et al., 2004). 

 

1.5.2.2 .Caractères biochimiques : 

Les Rhizobiums produisent de nombreux éléments extracellulaires (EPS) et des 

lipopolysaccharides de la membrane externe, qui jouent également un rôle essentiel à différents 

stades de l’infection (Baba Arbi, 2016). 
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1.5.2.3. Caractères physiologiques : 

La température optimale pour la croissance est de 28 degrés Celsius et le pH optimal est de 6 à 

7, plus précisément de 6,8. Toutefois, certaines souches, comme Rhizobium japonicum, peuvent 

être viables dans des milieux acides (pH = 4) (Somasegaran et Hoben, 1994).  

 

1.5.2.4. Caractères symbiotiques :  

Il existe plusieurs types de symbioses fixateurs d'azote, certaines impliquant des cyanobactéries 

et d'autres des bactéries gram-négatives photosynthétiques et diazotrophes qui vivent en 

colonies filamenteuses et peuvent interagir avec des plantes aquatiques telles que les 

ptéridophytes (symbiose entre Azolla, fougère aquatique, et Anabaena) (Djouadi, 2018). 

 

1.6. Symbiose Rhizobium-légumineuse 

La relation symbiotique entre les légumineuses et les bactéries Rhizobium initialement décrite 

par Frank en 1889, représente un modèle d'étude pour l'interaction entre un organisme 

eucaryote et un procaryote. Cette association revêt une importance considérable du point de 

vue écologique et agronomique (Rajaonarimany, 2010).  

Les plantes appartenant à la famille des légumineuses établissent une symbiose avec les 

bactéries Rhizobium, cette interaction entraîne la création de nodosités sur les racines où 

l'azote est fixé. Chaque variété de légumineuse a généralement une compatibilité exclusive 

avec un type particulier de symbiote Rhizobium (Wakeford, 2004).  

Les plantes légumineuses et les bactéries de type Rhizobium sont en symbiose pour 

transformer l'azote atmosphérique en formes assimilables par les plantes. Les interactions 

complexes entre les deux partenaires sont le résultat de cette association mutuellement 

bénéfique (Fossou, 2011). 

 

1.6.1. Dialogue moléculaire 

L'interaction symbiotique entre les légumineuses et les Rhizobiums commence lorsque les 

bactéries reconnaissent les flavonoïdes .Cette interaction se produit à travers un échange de 

signaux complexe initié par la sécrétion de flavonoïdes d'origine végétale, cette reconnaissance 

des flavonoïdes induit la production d'un lipo-chito-oligosaccharide appelé le facteur Nod (NF), 

qui peut être détecté par la plante hôte légumineuse (Hawkins et Oresnik, 2022). Grâce à ce 

dialogue moléculaire, il est possible de reconnaître, d'infecter, de différencier les cellules ciliées 

des racines et de développer des nodules. Les bactéries symbiotiques, qui se manifestent sous 
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la forme de bactéroïdes, fixent l'azote à l'intérieur de ces nodules (Figure 2) (Soumare et al., 

2020). 

 

 

 

 

 

 

Figure 02 : Dialogue moléculaire Rhizobium-Légumineuses (Lindström et al., 2010). 

1.6.2.   Les flavonoïdes 

Les flavonoïdes sont des composés photochimiques essentiels ayant leur origine dans le 

métabolisme secondaire des plantes, libérés dans la rhizosphère (Figure 3) (Suty, 2015). 

Les flavonoïdes sont des composés issus des phénylpropanoïdes, sécrétés par les racines de la 

plante hôte. (Schultze et al., 1992) (Foret ,2004). Ils jouent le rôle d'activateurs des gènes de 

nodulation structurels des Rhizobiums, qui sont essentiels pour la synthèse du facteur Nod .Les  

Flavonoïdes, reconnus comme des agents antimicrobiens bien établis, représentent l'un des 

premiers moyens par lesquels la plante cible les bactéries (Hawkins et Oresnik, 2022).  

Les graines de chaque légumineuse contiennent des iso flavonoïdes qui sont des inducteurs des 

gènes Nod de leur micro symbiote. Cette caractéristique permet aux Rhizobium de distinguer 

leurs hôtes parmi les autres légumineuses (Hirsch et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

Figure 03 : Structure de base des flavonoïdes (Hernández, 2009) 
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1.6.3. Facteurs Nod 

La communication entre les plantes hôtes et les Rhizobiums symbiotiques est basée sur un sous-

ensemble de gènes commun et suit une voie similaire. Le facteur Nod (NF) est composé de 

résidus de N-acétylglucosamine liés à 3-5 β (1-4), avec une queue d'acide gras attachée au 

premier résidu, et peut être modifié de différentes manières au niveau des résidus de N-

acétylglucosamine (Hawkins et Oresnik, 2022). Sans ces signaux, les Rhizobiums ne peuvent 

pas pénétrer les racines des légumineuses, ce qui constitue un élément essentiel du 

développement symbiotique. (Cooper ,2007). 

1.6.4. Gènes des nodulations 

La majorité de ces gènes est située sur un plasmide (John et al., 1985) (Franche et al.,2009). 

Ces gènes ont un rôle essentiel dans le dialogue moléculaire en permettant de détecter les 

signaux émis par la plante, principalement composés de flavonoïdes. Ces signaux entraînent 

l'activation du programme symbiotique précoce de la bactérie, influençant ainsi la production 

et la libération des signaux bactériens, à savoir les facteurs Nod (Steinkellner et al., 2007). 

1.6.4.1. Les gènes Nod spécifique : Ils jouent un rôle actif dans les substitutions variables qui 

modifient la structure de base du facteur Nod, ce qui leur permet de jouer un rôle crucial dans 

la spécificité entre la bactérie et la plante.  (Perret et al., 2000).  

1.6.4.2. Les gènes structuraux Nod ABC : Ils sont également appelés gènes communs (nodA, 

nodB et nodC) et jouent un rôle essentiel dans la nodulation. Ils jouent un rôle essentiel dans la 

codification des enzymes impliquées dans la production du lipochitooligosaccharide, ce qui 

entraîne la création du cadre essentiel des facteurs Nod (Bladergroen et Spaink ,1998) ; 

(Roche et al., 1996) ; (Masson-Boivin et al., 2006). 

1.6.4.3. Les gènes Nod régulateurs : Le premier gène transcrit lors du processus de nodulation 

est le gène Nod D, qui fait partie de ces gènes. Ils sont responsables de la codification de 

protéines, qui en présence de signaux émis par la plante (flavonoïdes), induire l'expression 

d'autres gènes Nod, également connus sous le nom de gènes Nod locaux (Spaink, 2000). 

1.6.5. Nodulation 

Les nodules sont considérés comme le premier signe de l'association symbiotique, étroitement 

contrôlée par les mécanismes d'autorégulation internes de la plante hôte (Journet, 2004).  
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1.6.5.1. Les étapes de la formation des nodosités  

• La plante légumineuse émet des flavonoïdes, des substances spécifiquement 

détectées par les Rhizobiums, impliquant un processus de chimio-tactisme où une 

souche bactérienne répond de manière sélective à ces signaux. 

• Les bactéries se fixent aux poils absorbants de la plante, ce qui stimule la 

production de nombreux poils absorbants courts. 

• Les bactéries perforeront ensuite la paroi cellulaire du poil absorbant. La 

membrane du poil absorbant subit une invagination pour former un tube connu 

sous le nom de cordon d'infection, qui s'enfonce dans la cellule. 

• Le cordon d'infection se propage vers les cellules du cortex de la racine, où il se 

ramifie. 

• Les cellules du cortex, en phase de division, commencent à former un nodule, un 

processus qui devient visiblement apparent. 

• Le nodule continue à se développer, marquant le stade visible du processus de 

formation des nodosités (Figure 4) (Perrin, 2019). 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 04 : Les étapes de la nodulation (Perrin, 2019). 
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1.7 La lutte biologique  

Des composés tels que des vitamines, des acides aminés, des sidérophores et des auxines sont 

produits par Rhizobium. Il met en évidence également sa capacité à produire de l'acide acétique 

indole (IAA) et de l'acide gibbérellique (GA), ces deux derniers étant des hormones de 

croissance qui favorisent la germination et la croissance des plantes. De plus, le Rhizobium 

possède la capacité d'augmenter l'assimilation du phosphate, un élément nutritif indispensable 

pour le développement des racines (Purwaningsih et al., 2021). Les bactéries bénéfiques pour 

la croissance des plantes (PGPR) ont la capacité d'atténuer la toxicité des métaux lourds chez 

les plantes, notamment dans des environnements pollués (Fatnassi et al., 2015). La croissance 

des plantes est favorisée par les bactéries Rhizobium et les rhizobactéries (PGPR) (Requena et 

al., 1997). Stimuler la croissance des plantes implique l'enrichissement du sol par la fixation de 

l'azote, renforcer la protection des plantes en influençant la production de cellulase, protéase, 

lipase et β-1,3-glucanase. De plus, améliorer la défense des plantes se réalise en déclenchant 

une résistance systémique induite par des éléments tels que les lipopolysaccharides, les 

flagelles, les lactones homosérines, l'acétoïne et le butane diol, agissant ainsi contre les 

ravageurs et les agents pathogènes (Gopalakrishnan et al., 2015). 
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2. Généralité sur les pesticides  

2.1. Définition des pesticides  

Le terme pesticide dérive du mot anglais Pest qui englobent tout organisme vivant (virus, 

bactérie, champignon, ver, mollusque, insecte, rongeur, oiseau et mammifère) potentiellement 

nuisible pour l'homme et son environnement. Il est formé également à partir du mot latin cide 

signifiant frapper, abattre, tuer (Gatignol et Etienne, 2010). 

Les pesticides peuvent aussi être définis comme des substances chimiques et des agents naturels 

utilisés pour gérer ou éliminer les ravageurs tels que les animaux, les organismes qui causent 

des maladies aux plantes et les mauvaises herbes. Il est aussi employé afin de maîtriser d'autres 

êtres vivants, comme les nématodes, les arthropodes qui attendent des insectes et des vertébrés 

qui détruisent nos sources de nourriture et engendrent de nombreux problèmes de santé (Rani 

et al., 2021). Ces produits peuvent présenter des dangers pour l'environnement et la santé 

humaine (Berrah, 2011). 

2.2. Historique des pesticides 

La première utilisation enregistrée de pesticides remonte à environ 4500 ans, par les Sumériens 

qui ont employé des produits soufrés pour combattre les insectes et les acariens. Les pesticides 

ont évolué en cinq phases distinctes à savoir, avant  l’an 1000 : la lutte antiparasitaire précoce; 

1000-1850 : l'utilisation de dérivés végétaux, animaux ou minéraux ; 1850-1940 : la mise en 

œuvre de produits inorganiques et de déchets industriels; 1940-1970 : l'emploi de substances 

synthétiques organiques; Utilisation de composés organiques synthétiques à faible risque 

depuis 1970. À l'arrivée de la chimie organique dans le domaine de la science des pesticides 

après la Seconde Guerre mondiale, la science des pesticides industriels a été ouverte (Umetsu  

et Shirai, 2020). 

Depuis la publication de Rachel Carson, le Printemps silencieux en 1962, et la persistance des 

conséquences néfastes directes et indirectes des pesticides sur les écosystèmes agricoles, les 

pesticides n'ont généralement pas été bien accueillis (Matthews, 2018). 

Au cours du siècle dernier, de nombreuses sociétés spécialisées dans les pesticides ont été 

créées en Europe et aux États-Unis, dont la majorité ont été fusionnées au XXIe siècle, et 

différents types de pesticides ont été introduits à travers le monde. La science des pesticides est 

venue au Japon, et les pesticides japonais ont été développés successivement de la fin du XXe 
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au début du XXIe siècle. De nos jours, le Japon occupe la première place mondiale en termes 

de capacité de production de pesticides (Umetsu et Shirai, 2020). 

2.3. Classification des pesticides 

Les industriels et les scientifiques ont divisé ces produits en différents groupes (Arkoub, 2012). 

Au départ, cette classification reposait sur la sélection des cibles, puis elle a été spécifiquement 

adaptée à la nature chimique de la principale substance active (Ayad-Mokhtari, 2012). 

2.3.1. Selon la nature de la cible visée  

Différentes catégories de pesticides sont utilisées en fonction des organismes vivants visés, dont 

les principales sont représentées dans le tableau suivant (Tableau 2) (INSERM, 2013) : 

Tableau 02 : Classification des pesticides selon les organismes vivants visés. 

Les pesticides L’utilisation exemple 

 

Les herbicides 

tuent les plantes parasites 

des cultures et, de manière 

plus générale, toute 

végétation considérée 

comme nuisibles.  

 

  

 

2-4D, glyphosate  

Les insecticides appliqués contre les 

insectes nuisibles 

Dichlorodiphénylrichloroéthane, 

déltamethrine 

Les fongicides appliqués à la lutte contre 

les champignons 

phytopathogènes ou 

vecteurs de maladies 

animales ou humaines. 

 

 

Les rodenticides tuent les rongeurs comme 

les rats 

Warfarine, phosphure de zinc 

Les molluscicides qui détruisent les 

gastéropodes. 

Methiocarbe, mercaptodiméthur 

Les avicides destinés à éliminer les 

oiseaux ravageurs 

strychnine 

Les nématicides utilisés contre les 

nématodes 

phytoparasites  

 

Bromomthane, chloropicrine 

Les acaricides qui détruisent les acariens Abamectine, nicotine 
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2.3.2. Classification selon la nature chimique 

Cette classification, repose sur la nature chimique de la substance active (Ayad-Mokhtari, 

2012). 

2.3.2.1. Les pesticides organiques 

Il s'agit de produits carbonés synthétiques qui se transforment en laboratoire ou en milieu 

naturel. Les composés sont issus de sources animales, végétales ou microbiennes, tels que les 

organochlorés, les organophosphorés, les carbamates, les triazines et l'urée dérivée (Agoussar, 

2017). 

2.3.2.2. Les pesticides inorganiques 

Il s'agit de composés non dégradables provenant principalement de minéraux tels que le cuivre, 

l'arsenic, le cyanure et le soufre (Agoussar, 2017). 

2.3.2.3. Les biopesticides  

Les biopesticides sont des substances provenant de plantes ou d’animaux, qui sont à base 

d'organismes vivants tels que les moisissures, les bactéries, les virus et certains nématodes 

bénéfiques (Ayad-Mokhtari, 2012). 

2.3.3 .Classification selon l’usage 

Il existe six catégorie de pesticides classés selon leurs usages, c’est à dire, selon la destination 

des traitements (Calvet et al.,  2005).  

•  Les cultures : ce sont les pesticides utilisés en agricultures pour maintenir un bon état 

sanitaires des sols et des végétaux. Ils sont les plus nombreux, principalement des insecticides-

acaricides, des fongicides et des herbicides. 

•  Les bâtiments d’élevage : il s’agit surtout d’insecticides et des bactéricides. 

•  les locaux de stockage des produits végétaux: ce sont des insecticides et des fongicides. 

•  Les zones non agricoles : il s’agit principalement d’herbicides utilisés pour désherber les 

voies de circulation routières et ferrées, les aires d’aéroport et les aires industrielles. 

•  Les bâtiments d’habitudes: ce sont des insecticides, des rodenticides, des bactéricides et des 

fongicides. 

•  L’homme et les animaux; il s’agit d’insecticides et des fongicides utilisés pour l’hygiène 

humaine et vétérinaire (Calvet et al., 2005). 
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2.4. Le mode d'action de principaux types de pesticides  

2.4.1. Les herbicides  

Les herbicides, en fonction de leur mécanisme d'action, de leur dose et de leur durée 

d'utilisation, peuvent être sélectifs ou non sélectifs, en ayant différentes actions sur les plantes 

(Louchahi, 2015) : 

•    Des agents qui perturbent la photosynthèse.  

•    Des inhibiteurs de la synthèse des lipides et de la cellulose. 

•    Composés qui empêchent la production d'acides aminés. 

• Substances inhibitrices de la division cellulaire (Louchahi, 2015).  

2.4.2.   Les fongicides :  

La lutte contre la propagation des maladies des plantes causées par les champignons ou les 

bactéries est facilitée. Ils peuvent agir de différentes manières sur les plantes, telles que : 

• Des substances toxiques qui impactent les fonctions respiratoires.  

• Des agents inhibiteurs de la division cellulaire.  

• Des agents qui perturbent la production d'acides aminés ou de protéines. 

• Des substances qui perturbent le métabolisme des glucides (Batsch, 2011). 

2.4.3.   Les Insecticides : 

 Les insecticides sont des substances chimiques utilisées pour éliminer les insectes dans le but 

de préserver les cultures (Testud et Grillet, 2007).  

Leurs effets sur le système nerveux, qui sont des produits neurotoxiques, se traduisent par le 

retentissement de la transmission de l'influx nerveux au niveau des neurones et des synapses, à 

la fois au niveau du système nerveux central et périphérique. Alors que certains insecticides 

inhibent la production de chitine, un élément essentiel de l'exosquelette des insectes, d'autres 

perturbent la physiologie de la reproduction des insectes. Les larves et les œufs des insectes 

peuvent également être ciblés par les insecticides (Batsch, 2011). 

2.5. Domaines d’application des pesticides 

Durant longtemps, l'agriculture a été considérée comme un patrimoine qui se transmet d'une 

génération à l'autre, en combinant la main-d'œuvre, le savoir-faire et l'accès aux ressources 

naturelles (Boutemedjet et al., 2015).  
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En raison de leur grande importance, en particulier dans la préservation des cultures contre 

toute menace potentielle (Vaudano, 2018),  

Le domaine industriel, qui englobe l'utilisation de pesticides, favorise un stockage et une 

conservation optimale de différentes céréales et fruits, ce qui améliore la qualité des produits 

en termes de santé, de goût et d'odeur (Magdelaine, 2013). Les fongicides et les insecticides 

jouent un rôle crucial dans le stockage du bois en sylviculture afin d'éviter qu'il ne soit altéré 

par les espèces indésirables (Boland et Florijn, 2004). En médecine, ces produits sont aussi 

employés afin de restreindre la prolifération de certains microorganismes dans les matériaux 

vétérinaires et de préserver la santé humaine contre certains vecteurs de maladies tels que la 

maladie de Lyme, le typhus et le paludisme, ce qui restreint la propagation des épidémies. 

D'après l'Organisation mondiale de la santé (OMS), un seul insecticide Dichloro-diphényl-

trichloroéthane (DDT) a permis de protéger 25 millions de personnes infectées par le 

paludisme (Boland et Florijn, 2004). 

2.6. Règles essentielles d’utilisation des pesticides   

Leur utilisation respecte des critères rigoureux et ne se fait pas au hasard. Les agriculteurs 

doivent être conscients de la quantité appropriée et les caractéristiques chimiques et physiques 

de la molécule active de lutte antiparasitaire à utiliser contre les ravageurs cibles. Cette dose est 

utilisée en fonction de divers paramètres tels que l'intensité et la nature des organismes 

nuisibles, l'étendue des dommages aux cultures, l'estimation de la perte de production agricole, 

ainsi que le coût des dépenses économiques par rapport aux rendements et aux bénéfices réels 

des pesticides sur les cultures (Agoussar, 2017).  

La productivité agricole est directement liée à la quantité de pesticides utilisée, ce qui a 

engendré une relation entre eux. Lorsque la quantité à utiliser dépasse un seuil donné, différents 

facteurs limitant interviennent, ce qui entraîne une baisse des performances. Les fortes doses 

utilisées pour lutter contre les organismes nuisibles peuvent entraîner une diminution du 

contrôle et même infecter les organismes non visés qui sont bénéfiques pour les plantes. Par 

contre, lorsque la quantité est augmentée, il est possible d'obtenir une stabilité du rendement 

(Arkoub, 2012). 

2.7. Les pesticides dans le monde 

Au cours de ces dernières années, l'emploi des pesticides est devenu essentiel dans la majorité 

des pratiques agricoles, peu importe le niveau de développement économique des pays. De 1945 



Chapitre 02 :                                                                                                        Les Pesticides  
 

19 
 

à la fin du siècle, les besoins en pesticides ont connu une augmentation à l'échelle mondiale 

dans tous les pays du monde (Bouziani, 2007). 

La consommation mondiale de pesticides est estimée à environ 4,19 millions de tonnes en 2019, 

avec la Chine en tête avec 1,76 million de tonnes. Avec 408 000 tonnes, les États-Unis suivaient, 

suivis du Brésil avec 377 000 tonnes et de l'Argentine avec 204 000 tonnes. Dans l'Asie du Sud-

Est, l'usage des pesticides a augmenté chaque année, avec 20 % des pays en développement 

consommateurs, dont le Cambodge, le Laos et le Vietnam comme consommateurs. Avec une 

production annuelle de 90 000 tonnes de pesticides organochlorés, l'Inde est l'un des principaux 

producteurs de pesticides en Asie (Figure 5) (Pathak et al., 2022). 

 

Figure 05 : Répartition en pourcentage des pesticides (Pathak et al ., 2022). 

 

2.8. Les pesticides en Algérie  

En 2009, la situation sur le marché algérien a connu une évolution significative, avec des 

importations qui atteignent les 67 millions de Dinars (Ayad-Mokhtari, 2012).  

Des centaines de tonnes de pesticides sont consommées chaque année dans le domaine agricole, 

principalement pour traiter les cultures, combattre les rongeurs et accroître la production 

agricole. Le domaine agricole est le principal utilisateur des pesticides. De plus, par rapport à 

l'agriculture d'autres pays comme les États-Unis, la France et le Japon, l'agriculture en Algérie 
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n’utilise pas beaucoup de pesticides. D'après l'Union des industries de la protection des plantes 

(UIPP, 2009) ; FOASTAT, (2014) .La vente des pesticides en Algérie représente 14 % du 

marché mondial (Figure 6) (Bouziani, 2007). 

 
Figure 06 : Utilisation annuelle des pesticides en Algérie entre 1998 et 2017 (FAO, 2020). 

 

2.9. Effets des pesticides sur l’environnement et la santé humaine  

Les pesticides ont été utilisés pour éliminer les insectes, les champignons, les rongeurs et les 

plantes indésirables. Puisque ces substances peuvent être potentiellement toxiques pour les 

organismes visés, elles comportent également des dangers pour la santé humaine et 

l'environnement (Martins et al., 2022). 

2.9.1 Effets sur la santé humaine  

L'exposition aux pesticides peut se faire directement à partir de l'usage professionnel, agricole 

et domestique, mais aussi indirectement par l'alimentation, la chaîne alimentaire, l'air, l'eau, le 

sol, la flore et la faune sont les principales sources d'exposition humaine aux pesticides. Des 

maladies telles que les cancers, la leucémie et l'asthme peuvent être associées aux pesticides. 

La toxicité des ingrédients et le niveau d'exposition sont des facteurs qui influencent les risques 

pour la santé liés à l'exposition aux pesticides. Par ailleurs, il est possible que certaines 

personnes telles que les enfants, les femmes enceintes ou les populations vieillissantes soient 

plus vulnérables aux effets des pesticides que d’autres (Kim et al., 2017). 
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Les pesticides organochlorés comportent plusieurs dangers pour la santé, pouvant causer des 

maladies aiguës et chroniques. Ces produits peuvent entrer dans le système humain à travers 

les voies cutanées, orales, oculaires et respiratoires. Les pesticides présentent une toxicité 

variable selon les différentes voies d'exposition, telles que la peau, l'estomac et les voies 

respiratoires. Une présence excessive de résidus peut entraîner une absorption (Islam et al., 

2022). 

2.9.2 Effet sur l’environnement 

Les pesticides, une fois appliqués à la surface des cibles, s'écoulent très profondément dans 

l'environnement, provoquant une grave contamination du sol, de l'eau et de l'air. Environ 90 % 

des pesticides ont été rapportés contaminés par des phénomènes tels que la dérive de 

pulvérisation, le lessivage et la volatilisation. Ensuite, ces substances peuvent être soumises à 

différentes étapes telles que le transfert, la dégradation ou l'absorption, ce qui entraîne une 

contamination continue de l'environnement (He et al., 2023). 

2.9.3 Effet sur les microorganismes bénéfiques du sol  

Les pesticides utilisés de manière excessive sur le sol peuvent causer une réduction des 

populations de microorganismes positifs dans le sol. Les organismes du sol sont affectés par 

une surutilisation d'engrais chimiques et de pesticides, ce qui est similaire à la surutilisation 

d'antibiotiques chez les humains. Si l'usage in discriminant de produits chimiques peut être 

efficace pendant quelques années, il entraîne à long terme une réduction des organismes 

bénéfiques dans le sol (Aktar et al., 2009). 

Il cause des dégâts à différents degrés à tous les êtres vivants, plantes et animaux, qu'ils soient 

terrestres ou aquatiques. Les micro-organismes présents dans le sol, qui font partie des micro-

organismes, sont les premiers à être affectés de manière spécifique par les pesticides (Tableau 

03) (Maldani et al., 2021)  
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Tableau 03 : Conséquences des pesticides sur le Rhizobium (Munees et Saghir Khan, 2013).   

Pesticides Effets 

Thiram (F) Un accroissement progressif de la dose du thiram a 

montré un très fort négatif effet sur Rhizobium 

meliloti 

Metribuzine (H), glyphosate (H),  

imidaclopride (I), thiaméthoxame (I),  

hexaconazole (F), métaaxyle (F), 

kitazine (F)  

Sidérophores et acide acétique indole (acide 

salicylique et acide 2, 3 dihydroxybenzoïque) 

Progressivement, la production de Rhizobium sp. 

spécifique aux lentilles a diminué en fonction de la 

concentration des pesticides. 

2,4-D (H), arrondi (H), atrazine (H) Les nodules diminuent en nombre et en poids sec 

dans les racines de niébé, sans développer de 

nodules sur le côté du système racinaire. 

 

Metribuzine (H), glyphosate (H),  

Imidaclopride (I), thiaméthoxame (I),  

Hexaconazole (F), métaaxyle (F), 

kitazine (F)  

 

La dose recommandée et plus élevée a réduit la 

croissance des plantes, ce qui a entraîné une 

diminution de la promotion des caractéristiques 

(acide indole-3-acétique et sidérophores) de 

Rhizobium sp. Le glyphosate, l'imidaclopride et 

l'hexaconazole ont montré une toxicité maximale. 

 

Pivot 100SL (H)  La réduction de l'activité nitrogénase de Rhizobium 

leguminosarumin. Trifolii,  

 Sinorhizobiuni melilotii et Badyrhizobium sp. 

Lindane (I), chlorpyrifos (I), thiram 

(F)  

Inhibe de manière significative le développement de 

Rhizobium japonicum. 

Hexaconazole (F)  Le système de déshydrogénase dans Rhizobium a été 

fortement inhibé.  
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2.10. La résistance aux pesticides  

La résistance aux pesticides est un exemple de l'évolution rapide de notre époque qui représente 

d'importants défis pour l'agriculture. En général, il évolue en raison de la sélection 

directionnelle importante que les traitements antiparasitaires impliquent. Toutefois, des études 

récentes indiquent que certaines espèces ont une plus grande probabilité de développer une 

résistance aux pesticides que d'autres en raison de leur évolution passée et de leur diversité 

génétique (Bras et al., 2022). 

Parmi les pesticides, certains ne sont pas toxiques pour la croissance des rhizobiums lorsqu'ils 

sont utilisés sur le terrain, tandis que d'autres ont été toxiques pour les rhizobiums lorsqu'ils 

sont utilisés à des taux faibles et élevés. Par adaptation, certaines souches de rhizobiums 

pourraient résister à des niveaux élevés de pesticides, mais ces rhizobiums adaptés aux 

pesticides peuvent être altérés génétiquement (Zahran, 1999). 

Les pesticides sont utilisés pour éliminer les parasites en s'attaquant à leurs sites cibles. Les 

sites cibles comprennent des enzymes, des protéines ou d'autres voies où les pesticides peuvent 

se fixer et les fonctions physiologiques normales (Vidal et al., 1992). Certains microbes 

bénéfiques, tels que les rhizobia, partagent également des sites cibles potentiels de manière 

spectaculaire. Par exemple, chez les plantes et les rhizobia, l'acétolactate synthase joue un rôle 

dans la production d'acides aminés à chaîne ramifiée. Certains herbicides inhibent cette enzyme, 

ce qui diminue la production d'acides aminés, qui sont indispensables à la production de 

protéines. Par la suite, ils ont constaté une forte inhibition de la signalisation flavonoïde-

récepteur Nod et de l'activation des gènes du nodule lors de la symbiose par les pesticides 

(Munees et Saghir Khan, 2013).   

 

2.11 Mécanismes d'action (inhibition de la symbiose légumineuse Rhizobium) 

Les pesticides peuvent affecter l'association légumineuses-Rhizobium de la manière suivante :  

•  En affectant de la plante hôte : En diminuant la biomasse racinaire, il y a moins de sites 

disponibles sur les racines pour l'infection Rhizobienne. 

•  En diminuant l'approvisionnement en hydrates de carbone des nodules existants. 

•  En réduisant la survie et la croissance des Rhizobiums : Cela diminue le potentiel d'infection 

des Rhizobiums sur les racines des légumineuses. 

•  En inactivant ou inhibant la signalisation entre les Rhizobiums et les plantes : Cela empêche 

la nodulation. 



Chapitre 02 :                                                                                                        Les Pesticides  
 

24 
 

•  En affectant le développement des nodules : En diminuant la division cellulaire (Anderson 

et al., 2004). 

Les pesticides non seulement inhibent la signalisation biochimique entre les hôtes et les 

Rhizobiums apparentés, mais bloquent également l'attachement initial des Rhizobiums, ce qui 

empêche la reconnaissance des sites en les protégeant ((Musarrat et Haseeb, 2000). 
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1. Description des zones étudiées   

Notre étude sur les nodules racinaires de la plante Vicia faba dans trois régions différentes de 

la wilaya de Tlemcen, caractérisées par des conditions climatiques et pédologiques différentes. 

Le premier échantillon a été prélevé dans la région de Bordj Arima, le deuxième a été récolté à 

Remchi, tandis que le troisième échantillon provient de Boukiou (Figure 07).    

- Bordj Arima : est une commune située dans la wilaya de Tlemcen, à l'ouest de l'Algérie. 

Elle se trouve dans la daïra de Remchi, avec des coordonnées GPS de latitude 35,07941° (ou 

35° 4' 46" nord) et de longitude -1,54822° (ou 1° 32' 54" ouest). Le climat de cette région est 

généralement semi-aride, sec et froid. 

- Remchi : est une daïra située au nord de la wilaya de Tlemcen, en Algérie. Ses 

coordonnées GPS sont les suivantes : latitude 35° 3' 51.37" nord et longitude 1° 25' 45.00" 

ouest. Le climat de cette région est caractérisé par des conditions semi-arides, sèches et froides  

- Boukiou : est une commune située dans la wilaya de Tlemcen, à l'ouest de l'Algérie. Elle 

se trouve dans la daïra de Remchi, avec des coordonnées GPS de latitude 35,05167° 

 (Ou 35° 3' 6" nord) et de longitude -1,53947° (ou 1° 32' 22" ouest). 

 

Figure 07 : Géolocalisation de la zone d’étude (Google Maps). 
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 2. Matériel : 

Cette étude a été effectuée dans le laboratoire de Microbiologie Appliquée à l'Agroalimentaire, 

au Biomédical et à l'Environnement (LAMAABE) de l'Université AbouBakr Belkaid-Tlemcen, 

du début mars à la fin mai. 

2.1. Matériel biologiques 

Des nodules de légumineuses (Vicia faba) ont été récoltés dans les sols de les région étudiée. 

2.2. Milieux de culture 

• le milieu Yeast-Mannitol-Agar (YMA) 

• Yeast Mannitol Broth (YMB) 

• Yeast Mannitol Agar + Rouge Congo (YMA + RC ) 

• Yeast Mannitol Agar + Bromothymol Blue ( YMA + BTB) 

• Citrate de simones 

• Milieu GPA + BCP (Glucose Peptone Agar +Bromocrésol Pourpre) 

2.3. Matériel 

2.3.1. Principaux appareils et matériel utilisés 

• Réfrigérateur. 

• Autoclave. 

• Distillateur. 

• pH mètre. 

• Agitateur.  

• vortex. 

• Bain-marie. 

• Microscope optique. 

• Étuves bactériologiques. 

• Boite de Pétrie. 

• Lames et lamelles. 

• tubes à hémolyses. 

• Bandelette d’oxydase. 

• Disque de papier filtre. 
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2.3.2. Colorants réactifs et autres 

• Bleu de Bromothymol (BBT). 

• Solution de rouge Congo (RC). 

• Pourpre de Bromocrésol. 

• Violet de Gentiane  

•  Lugol  

•  Fuschine.  

• Alcool. 

• Les pesticides (provenant du marché Algérien) 

• Déltamethrine, 

• Chlorpyriphos-éthyl,  

• Aceplan 20 sp). 

• Aau oxygénée, eau physiologique. 

3. Méthodes 

3.1 Collecte des nodules 

Les nodules, collectés à partir des racines de la légumineuse Vicia faba, l'échantillonnage a 

été réalisé au niveau de la daïra de Remchi, dans la wilaya de Tlemcen, apportée de trois régions 

différentes (P1 : Boukiou ; P2 : Remchi ; P3 : Bordj Arima) pendant la période de début de 

mars fin de mai, quatrième prélèvement a été effectué dans la station P1 au début de mars fin 

de mai. 

Les racines ont été rincées à l'eau courante afin de retirer toute trace de terre. Environ 10 

nodules de chaque plante ont été prélevés. Ces nodules coupés à 0,5 cm de chaque côté, ont été 

transférée en utilisant une pince au niveau des appendices racinaires pour minimiser les risques 

de dommages, les nodules sont laissés à sécher à l'abri de la lumière directe dans un 

environnement aéré, puis stockés dans des récipients appropriés pour leur conservation 

(Somasegaran et Hoben ,1985). 

3.2. Isolement des bactéries à partir des nodules 

3.2.1. Stérilisation des nodules  

Les nodules ont été immergés pendant 3 minutes dans une solution d'hypochlorite de sodium à 

5 %, puis rincés soigneusement 5 fois à l'eau distillée stérile (Idrissi et al., 2020). 
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3.2.2. Écrasement des nodules et ensemencement des boites 

- Les nodules stérilisés ont été placés dans des tubes stériles (à hémolyse ou à essai), avec un 

volume de 0.5 ml d’eau distillée stérile (1 nodule par tube) (Benidire et al., 2018) ; (Ouslim et 

al., 2019). 

- En utilisant un mortier stérile, les nodules ont été écrasés pour obtenir une suspension 

bactérienne (Somasegaran et Hoben, 1994). 

- Ensuite, avec une anse de platine, une goutte de la suspension a été prélevée et étalée sur une 

boîte de Pétri contenant le milieu YEMA au rouge Congo (Annexe 1) dont la composition a été 

déterminée par (Somasegaran et Hoben, 1985). 

- La technique de l'ensemencement est celle des cadrans pour obtenir des colonies bien isolées  

(Figure 08). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 08 : Ensemencement par la technique des quatre cadrans (Somasegaran et Hoben, 

1994). 

3.2.3. Incubation  

Les boîtes de Pétri ensemencées ont été placées dans un incubateur à une température de 28°C 

pendant 3 à 5 jours (Idrissi et al., 2020). 
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3.3. Purification des isolats  

- Il est nécessaire d'effectuer des repiquages réguliers lors de la purification afin d'obtenir des 

isolats homogènes. Inoculer des tubes contenant du bouillon YMB, puis les incuber à 28 °C 

pendant 24 heures. Ensuite, après l'incubation, les tubes présentant un trouble ont été pris en 

considération. 

- Une deuxième inoculation sur le milieu YEMA +0,0025% RC, après des examens 

microscopiques et morphologiques a été effectuée jusqu'à l'obtention d'isolats purs 

(Somasegaran et Hoben, 1994). 

 3.4. Examen microscopique des isolats  

3.4.1 .Coloration de Gram 

Un examen complémentaire à l'aide de la coloration de Gram permet de différencier les 

bactéries Gram négatif (Annexe 02), comme les Rhizobiums, qui apparaissent avec une couleur 

rose et une forme de bacilles. 

 3.4.2. Le microscope électronique à balayage  

Le microscope électronique à balayage (MEB) est un appareil d’analyse  pouvant fournir 

Rapidement des informations sur la morphologie et la composition chimique d’un objet solide  

(MECHERI ,2014). 

Cet examen microscopique est réalisé au niveau de département de physique par le doctorant 

Belaoui Mimoun. 

3.4.3. L’examen à l’état frais 

Grâce à ce test, il est possible de déterminer la mobilité des bactéries (Annexe 02). 

3.5. Caractères culturaux des isolats 

Dans l'identification, les souches ont été placées sur différents milieux.  

La présence des sources d'énergie nécessaires à la croissance des bactéries est essentielle dans 

les milieux de culture : 

-  Les milieux   solides :  
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• YMA (Yeast Mannitol Agar). 

• YMA+RC (Yeast Mannitol Agar avec Rouge Congo). 

• YMA+BTB (Yeast Mannitol Agar avec Bleu de Bromothymol). 

• Milieu GPA + BCP (Glucose Peptone Agar +Bromocrésol Pourpre). 

- Milieu liquid:   

•   YMB (Yeast Mannitol Broth). 

3.5.1. Test au Rouge Congo  

Le test au rouge Congo est utilisé pour distinguer les Rhizobiums des contaminants. Les 

colonies typiques de Rhizobium montrent une faible absorption de rouge Congo par rapport 

aux contaminants (Somasegaran et Hoben ,1994). 

 

3.5.2. Test au bleu de Bromothymol (BTB)  

Ce test met en évidence la capacité des isolats à acidifier ou alcaliniser le milieu YEMA 

(Somasegaran et Hoben 1985). 

Chaque souche testée a été développée dans des boîtes de Pétri contenant le milieu YEMA 

additionnées du bleu de Bromothymol, un indicateur de pH coloré. Après cinq jours 

d'incubation à une température de 28 °C, la souche Rhizobium donne une couleur jaune 

acidifiante ou bleue alcalinisant (Ouslim et al ., 2019). 

 Si une acidification se produit, la souche de Rhizobium est dite à croissance rapide, tandis que 

si une alcalinisation se produit, on parle de Bradyrhizobium (Rhizobiums à croissance lente) 

(Ouslim, 2015).  

3.5.3. Test de croissance sur milieu Glucose Peptone Agar (GPA) 

Le milieu a été employé afin de distinguer les rhizobiums, qui présentent généralement une 

faible ou aucune croissance sur le milieu sans modifier le pH (Benselama et al ., 2018). 

-une lecture effectuée à partir de 24 heures. 

-Si le milieu de culture vire au jaune pendant la période de croissance, cela indique la présence 

de bactéries qui n’appartiennent  pas au genre Rhizobium. 
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-En revanche, s'il n'y a pas de virage au jaune ou si la croissance est faible sans ce changement 

de couleur, il est probable que la bactérie appartienne aux rhizobium (Baba Arbi, 2016). 

 

 

3.6. Caractères biochimiques   

3.6.1. Test de la catalase  

L'objectif est de chercher la catalase, une enzyme indispensable à la décomposition du peroxyde 

d'hydrogène selon la réaction suivante (Marchal et al., 1991) : 

                                           H2O2                                        H2O + ½O2 

Le principe implique de prélever une colonie, à partir du milieu solide et de la placer sur une 

lame stérile, puis d'ajouter une goutte d'eau oxygénée H2O2 à 10 volumes. La présence de 

catalase est confirmée par une libération immédiate de bulles gazeuses (Marchal et al., 1991). 

3.6.2. Test de l’oxydase  

La recherche du cytochrome oxydase, qui est la dernière enzyme de la chaîne respiratoire et 

qui facilite le transfert des électrons vers l'oxygène ou un autre oxydant minéral (Marchal et 

al., 1991). 

Le processus implique d'immerger une bandelette dans l'eau physiologique, puis, en utilisant 

une anse de platine, on prélève une colonie et on la dépose sur la bandelette. L'oxydase est mise 

en évidence par une coloration qui apparaît dans un délai de 30 secondes. Une réaction positive 

se manifeste par une coloration allant du bleu foncé au violet (Marchal et al., 1991). 

3.6.3. Test de citrate  

Les isolats ont été testés pour leur capacité à utiliser le citrate, en cultivant sur des pentes de 

gélose au citrate de Simmons, incubés à 28 °C pendant 4 jours. Après l'incubation, une couleur 

verte qui vire au bleu indique un résultat positif (Küçük et Kıvanç, 2018). 

3.6.4. Réduction des nitrates 

Un bouillon de nitrate a été préparé, 5 ml ont été répartis dans des tubes stériles. Chaque tube a 

été inoculé avec une boucle de culture d'isolats de Rhizobium et incubée à 28 °C pendant 4 
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jours. Après l'incubation, 3 gouttes des réactifs nitrate réductase I et II ont été ajoutées. Une 

couleur rouge indique un résultat positif (Küçük et Kıvanç, 2018). 

En absence de coloration, une pincé de la poudre de zinc est ajoutée au milieu. Si les nitrates 

sont toujours présents dans le milieu, ils vont être réduits sous l’effet du zinc et la coloration 

rouge apparaitra, la réaction est donc réellement négative. Et si les nitrates ont été réduits par 

les souches en azote gazeux (N2), le milieu ne contient plus les nitrates et lorsque la poudre 

de zinc est ajoutée, la couleur n’est pas modifiée (Nair et Bendaira, 2015). 

3.6.5. Conservation des isolats 

Deux méthodes de conservation ont été employées :  

3.6.5.1. Conservation à court terme :  

Les souches purifiées et supposées être des Rhizobiums ont été conservées sur une gélose 

inclinée (YEMA sans RC) en tubes à essais au réfrigérateur à une température de 4°C (Baba 

Arbi, 2016). 

3.6.5.2. Conservation à long terme : Pour une durée de conservation allant jusqu'à un an, les 

souches ont été conservées à -80 °C dans YEB ensemencé et additionné de glycérol (50%) 

(Baba Arbi, 2016). 

3.6.6. Détermination de la concentration minimale bactéricide   

3.6.6.1. Technique de la dilution sur milieu gélosé 

La technique utilisée a été inspirée de celle utilisée dans la technique de sensibilité aux 

antibiotiques sur milieu gélosé cité par (Janssen et al.,1987) 
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L’étude de la résistance des Rhizobiums aux insecticides (Chlorpyriphos-éthyl, Aceplan 20 sp, 

Déltamethrine) a été réalisée sur un milieu YMA, avec des concentrations préparées à partir de 

1024 mg/l jusqu’à 0.5 mg/l (figure 09). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 09 : Les différentes concentrations de l’insecticides Chlorpyriphos-éthyl (Photo 

personnelle).  

Cette technique consiste à déposer des suspensions bactériennes calibrées sur des milieux 

contenant des concentrations décroissantes des pesticides.  

La CMI est la plus faible concentration de pesticides capable d’inhiber la croissance 

bactérienne. 

3.6.6.2. Préparation des boites de pétri 

Dans des 

boîtes de 

Pétri de 

même 

dimension, nous avons coulé des volumes égaux (20 ml) de milieu stérile YMA préalablement 

liquéfié. 
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3.6.6.3. Préparation de l’inoculum  

Dans des tubes à essai contenant 5ml d’eau physiologique (0.9%), on ajoute une colonie 

bactérienne. 

Les souches ont été ensemencées par écouvillonnage, (une souche par boite). 

- Des disques de papier filtre stérile ont été déposés aseptiquement sur les boites de pétri. 

- Ces disques ont été de diamètre de 0,6 cm et ont été imprégnés de différentes 

concentrations de pesticides de 1024 mg/l jusqu’à 0.5 mg/l. Les boites ont été incubées 

à 28° pendant 72h, la croissance est observée pour chaque souche et chaque 

concentration de pesticide. De cette manière, les concentrations minimales inhibitrices 

(CMI).Une boite témoin est préparée sans pesticide. 
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1. Isolement du Rhizobium 

Les bactéries proviennent à partir des nodules racinaires récoltés. 18 isolats de Vicia faba ont 

été isolée pendant la période  du début mars à la fin mai. Des échantillons de plantes provenant 

de la wilaya de Tlemcen ont été disposés sur des boîtes de Pétri contenant du milieu YMA, 

conformément à la composition donnée par Somasegaran et Hoben, (1985). Les boîtes de Pétri 

ensemencées ont été incubées à 28°C pendant 3 à 5 jours, dans l'obscurité.  

2. Caractéristiques culturaux et morphologique  

2.1. Caractères macroscopiques 

2.1.1. Croissance sur milieu YMB 

La croissance des isolats sur le milieu liquide YMB pendant 24 h à 28 °C se manifeste par la 

formation d'un trouble dans le milieu (Figure 09). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Croissance sur le milieu YMB (Photo personnelle). 

2.1.2. Croissance sur milieu YMA 

Les souches purifiées ont présenté toutes les caractéristiques morphologiques des Rhizobiums 

(Tableau 04) .Sur le milieu YMA, les colonies présentent une teinte blanche laiteuse à crème 

et étaient caractérisées par une mucosité très importante qui augmente avec le temps 

d'incubation. Elles étaient translucides, brillantes et présentent une surface circulaire lisse et 

bombée (Figure 10), nos résultat observées ont été d’accord avec celles décrites de Benselama 

et al., (2018) et Ouslim et al., (2019). 
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Tableau 04 : caractères culturaux 

  Caractère 

 

Station   

Période de 

prélèvement 

Nodule Couleur et 

aspect des 

colonies 

Temps 

D’apparitions 

Mode de 

croissance 

P1 

BOUKIOU 

Mars Grande 

couleur 

claire  

Blanche 

muqueuse 

Opaque 

5 – 7 jours Lente 

Rapide 

P2 

REMCHI 

Mars Grande 

oncocytaires 

couleur 

claire  

Translucide 5 – 7 jours Lente 

rapide 

P3 

BORDJ 

ARIMA 

Fin février Grande 

couleur 

claire  

Blanche 3 -5 jours Rapide 

P4 

BORDJ 

ARIMA 

Mai Petite 

couleur 

Noir  

Blanche Plus de 7 jours Lente 

En prenant en compte la durée d'apparition des colonies, nous avons observé que certaines 

apparaissent après 2 à 3 jours d'incubation à 28°C (P3.3, P3.2, P3.5, P3.1, P3.4), tandis que 

d'autres apparaissent après 4 à 7 jours (P2.1, P3.2 (B), P3.2 (A), P2.4, P2.3, P1.4, P1.3). Les 

souches P4.1, P4.5 et P4.5(A) sont apparues après plus d'une semaine, alors que les souches 

P4.2, P4.3 et P4.4 n'ont montré aucune croissance. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Croissance des souches P3.3 et P2.3 sur le milieu YMA après 72 h d’incubation 

(Photos personnelles).  

A : souche à croissance rapide ; B : souche à croissance lente   

B A 
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D’après El hillali, (2006), les souches du genre Rhizobium, à croissance rapide, forment des 

colonies circulaires et convexes, habituellement translucides, avec un diamètre de 2 à 4 mm 

après 3 à 5 jours d'incubation dans des conditions optimales. En revanche, les souches du genre 

Bradyrhizobium, à croissance lente, produisent des colonies circulaires et convexes, rarement 

translucides, avec un diamètre de 1 à 2 mm après 5 à 7 jours d'incubation. 

2.1.3. Croissance sur YEM+ Rouge Congo 

 Après 72 heures d'incubation, les colonies de Rhizobium se manifestent par une  couleur rosâtre 

car n’ont pas absorbé le rouge Congo (pures), mais certaines souches ont absorbé peu le rouge 

Congo  (Figure 12).  

 Les résultats que nous avons obtenus sont similaires à ceux décrits par Hajjam et al.,(2016). 

Selon Howieson et Dilworth, (2016), certaines bactéries nodulaires comme Sinorhizobium 

peuvent absorber le Rouge Congo. 

 La plupart des souches n’ont pas absorbé pas le rouge Congo comme il a été décrit Par 

Benselama et al., (2018) pour Rhizobium, cela indique que tous les isolats de Vicia faba 

détectés sur un milieu YEM ont présenté une réaction négative au rouge Congo et les résultats 

que nous avons obtenus sont similaires à dans l’étude d’Ouslim et al., (2019). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Aspect macroscopique de la souche P 2 .3 sur milieu YEM+RC âpres 48H 

d’incubation (Photo personnelle). 
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2.2. Caractéristique microscopique 

2.2.1. Coloration de Gram 

 La technique de coloration de Gram a révélé une forme de bacille Gram négatif avec une 

extrémité bien arrondie, couleur rose (figure 13). Les caractéristiques morphologiques 

observées ont été d’accord avec celles décrites pour les Rhizobiums dans l'étude d’Hussein et 

al., (2016) et Benselama et al., (2018). 

 

Figure 13 : Aspect microscopique de la souche P 4.1 après coloration de Gram (Grossissement 

X100) (Photo personnelle). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Observation microscopique 0.au microscope électronique à balayage 

(Grossissement X3000) (Photo personnelle). 
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2.2.2. État frais 

L'examen des isolats à l'état frais a révélé des bacilles mobiles ce qui concordent avec les 

résultats d’Hussein et al., (2016). 

3.  Caractère biochimique  

3.1. Test des catalase et oxydase  

Toutes les souches étudiées ont présenté une catalase positive, ce qui entraîne un dégagement 

d'oxygène lors de la dégradation de l'eau oxygénée (Figure 16) (Marchal et al., 1991). 

Les résultats de l'oxydase ont montré que les isolats testés ont présenté une oxydase positive, 

ce qui signifie que ces bactéries ont une enzyme dans la chaîne respiratoire cytochromique  

(Figure 15)  (Marchal et al., 1991).  

Ces résultats peuvent s'expliquer par le fait que les rhizobiums sont des bactéries aérobies 

(Marchal et al., 1991). 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Le résultat de l’oxydase de la souche p3.2 (Photo personnelle). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Résultat de la catalase de la souche p3.3 (Photo personnelle). 
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3.2. Test de citrate 

Les souches de Rhizobium testées n’ont pas utilisé le citrate comme source de carbone 

(Figure 17) .Ce qui a été décrit par Benslama et al., (2018). 

 

 

                               

 

 

 

Figure 17 : Résultats de l’utilisation de citrate (Photo personnelle).  

3.3. Test au bleu de Bromothymol (BTB) 

La plus part des souches testées sur milieu YMA+BTB ont viré le milieu vers le jaune (des 

souches a croissance rapides) (Figure 18), le cas de la souche P2.4 présente une couleur bleu 

(Alcalinisation complète) (souche a croissance lente) (Figure 19). 

  Des souches à croissance rapides indiquant aussi qu’ils produisent de l’acide en utilisant 

préférentiellement le sucre composante du milieu pour leur croissance (Belay et Assefa ,2010). 

La majorité des isolats testés sont acidifiantes ce qui  a été décrit par Baba Arbi, (2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : croissance des isolats P3.3 et P1.4 sur le milieu YMA+BTB (Photo personnelle). 
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Figure 19 : La croissance de la souche P 2.4 sur le milieu YMA+BTB (Photo personnelle). 

3.4. Croissance sur milieu GPA + BCP 

Sur le milieu GPA, il y avait une absence de croissance pour la plupart des isolats à l’exception 

des souches qui ont présenté une faible croissance (P 1.2 ; P 2.5 ; P3.5 ; P 3.3) (Figure 20). ce 

qui a été confirmé par Somasegaran et Hoben,(1985). Cependant, certaines espèces ont 

présenté une faible croissance sur ce milieu. Benslama et al., (2018), ont observé qu'il y avait 

peu ou pas de croissance sur les milieux de GPA sans altération du pH. Cette mauvaise 

croissance sur GPA peut s'expliquer par le fait que les Rhizobiums ne préfèrent pas la peptone 

en tant que source d'azote, de vitamine, de facteur de croissance ou d'acides aminés (Benslama 

et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Aspect macroscopique de la souche P1.2 sur le milieu GPA+BCP (Photo 

personnelle). 

3.5. Réduction des nitrates 

un changement de couleur du milieu en rouge chez la souche P3.3 indiquant que le nitrate a été 

réduit en nitrite (Figure 21) , les souches P1.4 ; P3.2 ; P3.2.(B), le milieu est  inchangé .Après 

quelques minutes suivant l'ajout de poudre de zinc, qui remplit la même fonction que la nitrate 
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réductase, aucune modification de couleur n'a été observée, indiquant ainsi l'absence d'ions 

nitrates dans le milieu et confirmant un résultat positif  (Figure 22) . 

Alors que les souches P4.5 et P4.5 (A) qui ont donné une réaction négative. 

Ce résultat correspond à celui observé par El Hilali, (2006). 

Selon Khalfi et Smara, (2017), si aucune coloration rouge ne se forme, cela signifie qu'il n'y 

avait pas de nitrate à réduire. L'absence de nitrite dans le milieu indique que la dénitrification a 

eu lieu, entraînant la formation d'ammoniac ou d'azote moléculaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Réduction des nitrates par l’isolat P3.3 (Photo personnelle). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Réduction des nitrates après l’ajoute de poudre de zinc par l’isolat P 1.4 (Photo 

personnelle). 

4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice 

L'étude de la croissance des souches de Rhizobium en présence de divers pesticides  a révélé 

que la plupart des souches se développent à des fortes concentrations (Tableau 05). Cependant, 

leur croissance varie en fonction de la souche, du pesticide et de la concentration spécifique. 
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Tableau 05 : Croissance des souches de Rhizobium en présence de différentes 

Concentrations en pesticides 

souches 

 
 
pesticides 

 

 
P 3-2 (B) 

 

 
P 3-2  (A) 

 

 
P 3-3 

 

 
P 4-5 

  
 

P 4-5 (A) 

 
 
 

 
Déltamethrine  

Temoin  + + + + + 

1024 - + + + + 
512 - + + + + 
256 - + + + + 
128 - + + + + 
64 - + + + + 
32 - + + + + 
16 + + + + + 
8 + + + + + 
4 + + + + + 
2 + + + + + 
1 + + + + + 

0.5 + + + + + 

 
 

Chlorpyriphos-
éthyl  

Temoin  + + + + + 

1024 + + + + + 

512 + + + + + 

256 + +   + + + 

128 + + + + + 

64 + + + + + 

32 + + + + + 

16 + + + + + 

8 + + + + + 

4 + + +              + + 

2 +   + +   +   + 

1 +   + +   +  + 

0.5 +   + +   + + 

 
 

 
 
 
   Aceplan 20 SP   

Temoin +   +   + + + 

1024 + + + - - 

512 + + + - - 

256 + + + - - 

128 + + + - - 

64 + + + - - 

32 + + + - - 

16 + + + - - 

8 + + + - - 

4 + + + - - 

2 + + + - - 

1 + + + - - 

0.5 + + + - - 
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En ce qui concerne l'insecticide déltamethrine, toutes les souches ont présenté une tolérance à 

de fortes concentrations, à l'exception des souches P3.2 (B) qui tolèrent une faible concentration 

à partir de 16 mg/l. 

D’après Sethi et al.,(2013), la Déltamethrine a inhibé la croissance de Rhizobium (jusqu’à 

25 %). 

Ces souches devraient être capables de s'adapter aux facteurs présents dans les environnements 

naturels, notamment la tolérance à l'acidité du sol, les concentrations élevées en alumine et les 

résidus de pesticides (Martani et al., 2011). 

 Nos résultats ont montré que pour l'insecticide Chlorpyriphos-éthyl, toutes les souches de 

Rhizobium étudiées ont présenté une croissance élevée et nous avons observé que toutes les 

souches poussent à  une concentration de 1024 mg /l . Les résultats obtenus sont comparables 

à ceux obtenus par Ramdani et Hadroug.,(2017). Toutes les souches de Rhizobium étudiées 

ont montré une résistance vis-à-vis de l'insecticide DURSBAN (Chlorpyriphos), ces mêmes 

auteurs ont constaté que 100 % des souches tolèrent une concentration de 900 mg/l. Cependant, 

seulement 62,5 % des souches se développent à une concentration de 1000 mg/l. 

Shin-Chsiang Lin et al., (1972) ont montré que cet insecticide n’a aucun effet sur les quatres 

espèces de Rhizobium (R. leguminosarum, R. Trifolii, R. japonicum et R. meliloti). Cependant, 

certains cas d’inhibition ont été observés à des concentrations de 50 ppm et 500 ppm. 

Dans l’étude de Drouin et al., (2010), les insecticides utilisés (azinphos-méthyl, carbofurane, 

chlorpyrifos et endosul fan) n'ont pas entraîné d'inhibition sur un total de 122 souches de 

Rhizobium testées . 

Concernant le troisième insecticide Aceplan 20sp, la plupart des souches testées ont présenté 

une résistance à différentes concentrations, à l'exception de la souche P4.5 et de la souche P4.5 

(A) qui sont sensibles. 

Les pesticides ont des effets variés (inhibiteurs ou stimulants) sur la nodulation de Vigna radiata 

(L.) wilczek inoculée par Rhizobium et de pois chiches inoculés par Mesorhizobium. Cet effet 

inhibiteur des insecticides peut être attribué à l'inhibition des enzymes impliquées dans la 

croissance et le métabolisme des plantes. Une autre étude rapporte que le mécanisme 

moléculaire de l'inhibition symbiotique par les pesticides est lié à la perturbation de la 

signalisation entre les légumineuses hôtes et les récepteurs Nod D de Rhizobium, nécessaires à 

L’initiation de la nodulation et de la symbiose pour la fixation de l'azote (Munees et Saghir 

Khan, 2010).   
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Les insecticides testés en réagie différemment. 

Parmi les trois molécules testées Chlorpyriphos-éthyl, semble être les moins efficace car la 

totalité des souches présentent une tolérance à au moins 1024 mg/l. 

Contrairement à cette molécules Aceplan sp 20 semble présenté une efficacité remarquable 

puisque une faible concentration (0.5mg/l) de ce produit est arrivé a éliminé deux souches (p4-

5 et p4-5(A)).  

Quant à la Déltamethrine qui reste relativement efficace sur 4 souches (p3-2 ; p3-3 ; p4-5 ; p4-

5(A)), elle présente une activité modéré contre la souche p3-2(B) enregistrant une tolérance à 

la concentration de 16mg/l. 

Par ailleurs nous avons observé un effet souche puisque les souches testées en réagis 

différemment vis à vis des trois molécules ainsi p3-3 et p3-2(A) ont présenté une tolérance à 

1024mg/l. 
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CONCLUSION 

 

Au terme de ce travail, 18 isolats des bactéries assignés au genre Rhizobium ont été collectées 

ces souches proviennent des nodules de la légumineuse Vicia faba situées dans la wilaya de 

Tlemcen. 

La détermination des caractéristiques phénotypiques a été réalisée en utilisant des techniques 

d'isolement et de caractérisation conformes à celles spécifiques aux Rhizobium, comme décrit 

dans le manuel de Somasegaran et Hoben (1994). L’étude de la résistance de ces souches aux 

insecticides a été faite en déterminant les concentrations minimales inhibitrices sur milieu 

solide. 

Les aspects morphologiques et culturaux des isolats sur les différents milieux de culture 

indiquent que certains de nos isolats appartiennent à des souches à croissance rapide, se 

développant en 48 heures, tandis que d'autres présentent une croissance plus lente, nécessitant 

plus de 7 jours. 

Les résultats des tests biochimiques ont montré que la plupart des souches possèdent une nitrate 

réductase une oxydase une catalase. 

Cette recherche nous a permis de révéler des fluctuations dans les taux de tolérance aux 

insecticides. En effet aucune molécule n’a été épargnée de cette insensibilité.  

Cette étude a révélé que certaines souches de Rhizobium présentent une résistance aux 

différents pesticides.  D'autres souches sont sensibles aux pesticides. Nous pouvons donc 

suggérer que des concentrations élevées de pesticides pourraient avoir un impact significatif 

sur la croissance des souches et des plantes, en bloquant la communication biochimique entre 

les légumineuses et les Rhizobiums. Par conséquent, il est nécessaire d'appliquer des 

recommandations pour une utilisation optimale des pesticides afin de minimiser les dommages 

aux produits agricoles. 

En Algérie ces données peuvent être judicieusement utilisées pour faire un criblage des souches 

les plus performantes en matière de résistance aux insecticides en vue de les introduire de 

manière efficaces dans le domaine agricole.  

En perspectives de notre recherche, il serait souhaitable : 

• Une étude plus approfondie de la tolérance des souches aux divers stress 

environnementaux et de leur potentiel de fixation de l'azote. 
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• Étudier la relation entre les Rhizobiums et les légumineuses en présence de pesticides 

pour évaluer leur niveau de résistance et l'impact de ces pesticides sur la symbiose. 

• Réaliser une étude sur les mécanismes de résistance des souches de Rhizobium aux 

pesticides. 
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Annexe 01 

Milieux de culture utilisés 

Composition de milieu YMA (Yeast Manitol Agar) en g/l (Somasegaran et Hoben ,1985) 

YMB                                            1000 ml  

 Agar                                                18 

 PH                                                   6,8 

Autoclavage 120ºC pendant 20 minutes. 

Composition de milieu YMB (Yeast Manitol Broth) en g/l (Somasegaran et Hoben ,1985) 

Mannitol                                        10.00  

K2HPO4                                         0.50 

 Na Cl                                              0.10 

 MgSO4 7(H2O)                             0.20 

 Extrait de levure                            0.50  

Eau distillée                                   1.00 L 

 PH                                                     6.8 

 Autoclavage 120ºC pendant 20 minutes. 

Composition de milieu YMA+ RC (Rouge Congo) en g/l (Somasegaran et Hoben ,1985) 

YMB                                           1.00 L 

 Solution stock de RC                 10.00 ml 

 Agar                                            18.00 

 PH                                                6.80 

 Autoclavage 120ºC pendant 20 minutes.  

- Après l’ajustement de pH on ajoute 10 ml de Rouge Congo (0.25 g Rouge Congo dans 

100 ml d’eau distillée), puis on ajoute l’agar. 

Composition de milieu YMA+ BTB (Bleu de Bromothymol) en g/l (Somasegaran et 

Hoben ,1985) 

YMB                                                              1.00 L 

 Solution stock de bleu de BTB                     5.00 ml 

 Agar                                                                18  

 PH                                                                   6.8  

 Autoclavage 120°C pendant 20minutes.  
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- Après ajustement de pH on ajoute 10ml de bleu de Bromothymol (0.50 g BTB dans 

100ml d’éthanol), puis on ajoute l’agar. 

Composition de milieu Glucose Peptone Agar (GPA) (Somasegaran et Hoben ,1985) 

Glucose                                    5g  

Peptone                                   10g  

Agar                                        15g 

Eau distillée                             1L 

Solution de BCP                    100ml 

 Solution de pourpre de Bromocrésol (Bromocrésol Purple BCP) 

Pourpre de Bromocrésol              0.5 

Ethanol                                   100ml  

- Additionner 5 ml de la solution de pourpre de Bromocrésol (BCP) à 1 Litre du milieu 

GPA après autoclavage. 
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Annexe 02 

Coloration de Gram 

Le protocole expérimental comprend les étapes suivantes : 

1. Placer une goutte d'eau distillée stérile au centre d'une lame propre. 

2. Prélever une petite quantité d'une colonie à l'aide d'une anse de platine. 

3. Mélanger la colonie avec la goutte d'eau, puis sécher en passant rapidement sur la 

flamme d'un bec Bunsen. 

Voici le protocole expérimental détaillé : 

 4. Appliquer le Violet de Gentiane sur la lame et laisser agir pendant 1 minute. 

 5. Verser Lugol sur la lame et laisser agir pendant 30 secondes. 

  6. Incliner la lame et laisser tomber goutte à goutte le mélange "Alcool-Acétone". 

7. Rincer abondamment à l'eau distillée. 

8. Appliquer la fuchsine sur la lame et laisser agir pendant 1 minute. 

9. Rincer à nouveau à l'eau distillée. 

10. Sécher la lame avec un papier absorbant. 

11. Observer au microscope (grossissement x100) en ajoutant de l'huile à immersion. 

L’état frais 

1) Utiliser une pipette Pasteur stérile pour prélever un échantillon de la culture du bouillon. 

2) Déposer une goutte de la culture au centre d'une lame et recouvrir avec une lamelle. 

3) Examiner au microscope en utilisant l'objectif X40. 
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Résumé  

Vicia faba est une légumineuse qui forme une interaction symbiotique avec les bactéries Rhizobium. Cette interaction provoque 

l'organogenèse d'un nouvel organe racinaire appelé nodosité, où un microenvironnement favorable permet aux Rhizobiums de 

se différencier en bactérie capables de fixer le diazote atmosphérique. Ces bactéries convertissent le N2 atmosphérique en 

ammonium, qui est ensuite assimilé par la plante hôte. 

L'étude phénotypique des souches, portant sur les caractères morphologiques et culturaux, la tolérance aux insecticides a révélé 

une grande diversité physiologique chez les isolats de Vicia faba testés. La résistance aux insecticides a été évaluée sur un 

milieu solide avec différentes concentrations de pesticides. 

 Les résultats obtenus montrent à la fois la résistance et la sensibilité des souches vis-à-vis des insecticides. 

Parmi les trois molécules testées Chlorpyriphos-éthyl, semble être les moins efficace car l’ensemble des souches présentent 

une tolérance à au moins 1024 mg/l. 

Aceplan sp 20 semble présenté une activité remarquable car même une faible concentration (0.5mg/l) de ce produit est arrivé 

a éliminé deux souches (p4-5 et p4-5(A)).  

Ces données doivent utilisées afin de faire un screening de nouvelles souches permettant la sélection des plus performantes en 

matière de tolérance aux insecticides. 

Mots clés : Rhizobium, Tolérance, insecticides, Vicia faba. 

Abstract 

Vicia faba is a legume that forms a symbiotic interaction with bacteries Rhizobium. This interaction causes organogenesis of a 

new root organ called nodosity, where a favorable microenvironment allows the rhizobia to differentiate into bacteria capable 

of fixing the atmospheric nitrous. These bacteria convert atmospheric N2 into ammonium, which is then assimilated by the 

host plant. 

The phenotypic study of the strains, concerning morphological and cultural characteristics, tolerance to insecticides revealed a 

great physiological diversity in the isolates of Vicia faba tested. Insecticide resistance was assessed on a solid medium with 

different pesticide concentrations. 

The results obtained show both resistance and sensitivity of the strains to insecticides. Among the three molecules tested 

Chlorpyriphos-ethyl, seems to be the least effective because all strains have a tolerance of at least 1024 mg/ l. 

Aceplan sp 20 seems to have a remarkable activity because even a low concentration (0.5mg/l) of this product arrived to 

eliminate two strains (p4-5 and p4-5(A)). 

These data must be used in order to screen new strains allowing the selection of the most effective in terms of insecticide 

tolerance. 

Keywords: Rhizobium, Tolerance, insecticides, Vicia faba. 

 ملخص

Vicia faba بكتيريا مع تكافلياً تفاعلً  تشكل بقوليات عن عبارة Rhizobium. تسمح حيث العقيدات، يسمى جديد جذر لعضو عضوي تكوين إلى التفاعل هذا يؤدي 

 الجوي الغلف في الموجود النيتروجين بتحويل البكتيريا هذه تقوم. الجوي الغلف في النتروجين تثبيت على قادرة بكتيريا إلى بالتمايز للريزوبيا المواتية الدقيقة البيئة

 .المضيف النبات بواسطة استيعابه ذلك بعد يتم والذي أمونيوم، إلى

تنوع فسيولوجي كبير في عزلات  عنالحشرية      كشفت الدراسة النمطية للسللات، المتعلقة بالخصائص المورفولوجية والثقافية، والتسامح مع المبيدات  Vicia 

faba   اختبارها. تم تقييم مقاومة المبيدات الحشرية على وسط صلب بتركيزات مختلفة من مبيدات الآفاتالتي تم . 

Chlorpyriphos-ethyl تظهر النتائج التي تم الحصول عليها مقاومة وحساسية السللات للمبيدات الحشرية. من بين الجزيئات الثلثة التي تم اختبارها يبدو أنها  

ملجم/لتر 1024ع السللات لديها تحمل لا يقل عن الأقل فعالية لأن جمي  

ملغ/لتر( من هذا المنتج وصل للتخلص من سللتين 0.5له نشاط ملحوظ لأنه حتى التركيز المنخفض ) Aceplan sp 20 يبدو أن  (p4-5  وp4-5 (A)) 

ث تحمل المبيدات الحشريةيجب استخدام هذه البيانات من أجل فحص سللات جديدة تسمح باختيار الأكثر فعالية من حي  

 .Vicia faba، التسامح، المبيدات الحشرية، Rhizobiumالمفتاحية: لكلمات ا

 


