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Résumé

Plusieurs bactéries du sol sont connues par leurs caracteres bénéfiques. Parmi eux il y
a les bactéries nodulant les Iégumineuses (BNL). Dans cette étude nous avons essayé de
déterminer le r6le des BNL dans le sol ou nous avons isolé des bactéries a partir des plantes
Iégumineuses Melilotus et Pisum sativum situées dans la région de Guelma. Les isolats sont
caractérisés par des etudes morphologiques, culturales et microscopiques puis sont mis a une
série de tests qui met en évidence les différents activités et rbles de ces bactéries dans le
sol.Ces tests sont le test de la fixation d’azote, des tests pour la recherche des enzymes
spécifiques et des tests pour voir I’effet PGPR de ces bactéries. Les résultats obtenus
démontrent que nos isolats ont ’aspect des rhizobia, peuvent fixer 1’azote atmosphérique, et
possedent des enzymes spécifiques nécessaire a la relation symbiotique et présentent les
caractéres PGPR.

Mots clés :Melilotus ,Pisum sativum , PGPR, rhizobia ,BNL



Summary

Several soil bacteria are known for their beneficial traits. Among them are legume
nodulating bacteria (LNB). In this study we tried to determine the role of LNB in the soil
where we isolated bacteria from the leguminous plants Melilotus and Pisum sativum located
in the Guelma region. The isolates are characterized by morphological, cultural and
microscopic studies and then are put to a series of tests that highlight the different activities
and roles of these bacteria in the soil. These tests are the nitrogen fixation test, tests for the
search for specific enzymes and tests to see the PGPR effect of these bacteria. The results
obtained demonstrate that our isolates have the appearance of rhizobia, can fix atmospheric
nitrogen, and possess specific enzymes necessary for the symbiotic relationship and present
the PGPR traits.

Key word :Melilotus ,Pisum sativum , PGPR, rhizobia ,LNB.
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Introduction :

Le sol est I'un des environnements les plus complexes de la biosphére, abritant une
grande diversité microbienne, tant sur le plan taxonomique que fonctionnel. En effet, on
estime que 80 a 90 % des processus dans le sol sont des interactions catalysées par des micro-
organismes (Nannipieri et al., 2003). Cette interaction est une constante entre deux ou
plusieurs organismes hétérogénes, dont les deux bénéficient. Ces dernieres annees, de
nombreuses études ont clairement démontré I’importance scientifique et pratique de ces
relations symbiotiques pour toutes les plantes (Fortin et al., 2008). Elles contribuent a la
réparation du sol, la survie, la croissance et la santé des végétaux (Heijden et al., 2008). Parmi
les associations symbiotiques il y a la symbiose plantes Iégumineuses- bactéries. Une relation
essentielle a la plante pour acquérir 1’azote sous forme réduite et aussi a la bactérie pour
obtenir les nutriments nécessaires a son développement (Wery, 1985). Les légumineuses
présentent I’énorme avantage par rapport aux autres plantes de pouvoir s’associer a des
bactéries du sol communément appelées rhizobia (Ndoye, 1990).

L’association symbiotique des légumineuses avec les rhizobia méne a la formation de
nodosites sur les racines et les tiges des Iégumineuses, une structure organisée dans laquelle le
microsymbiote est capable de fixer 1’azote atmosphérique (Benhalima, 2006). En effet,
lorsqu’elle est réussie, cette symbiose peut assurer une nutrition azotée adéquate aux plantes
et assurer une production adéquate, permettant aux agriculteurs de réduire leur consommation
d’engrais azotés chimiques et d’atténuer la pollution environnementale (Faghire, 2012).

Le sol abritent également des bactéries appelées PGPR (rhizobactéries favorisant la
croissance des plantes) qui favorisent la croissance des plantes par des mécanismes
biologiques tels que la fixation de I’azote, la production phytohormones, la synthése des
antibiotiques et la réduction du stress environnemental dans le sol (Fuentes et al., 2005).

L’objectif de notre travail est de déterminer le role des bactéries nodulant les
légumineuses dans le sol et de voir si elles ont un effet PGPR en plus de leurs roles
symbiotiques. Ces bactéries BNL sont isolées a partir des nodules des deux plantes
légumineuses Pisum sativum et Melilotus situées dans la région de Guelma.

Ce travail est divisé en trois chapitres principaux :

> Le premier chapitre est consacré a une synthése bibliographique approfondissant notre
compréhension du contexte scientifique de notre problématique.

> Le deuxieme chapitre présente le matériel et la méthodologie réalisée dans ce travail.
> Le troisiéme chapitre présente les résultats obtenus avec leurs discussions.

» Enfin, notre document est cléturé par une conclusion générale.
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Revue bibliographique
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2- Les interactions plantes légumineuses- bactéries rhizobia

2-1- Geéneralités sur les rhizobia
Le terme général «rhizobia» couvre toutes les bactéries qui induisent la formation de
nodules sur les racines, ou parfois sur les tiges, d'une légumineuse hote, ou ils fixent 1’azote

atmosphérique N, (de Lajudie et Young, 2017).

Les rhizobia sont des bactéries du sol, appartenant a la famille des Rhizobiaceae, Gram
négatif, non sporulantes. On distingue deux formes ; une forme végétative ou les bactéries
apparaissent sous forme de batonnets réguliers de 0,5 a 0,9 um de largeur sur 1,2 a 3 um de
longueur et sont mobiles par un flagelle polaire ou un flagelle subpolaire pour les Rhizobia a
croissance lente ou par deux a six flagelles péritriches pour les Rhizobia a croissance rapide
(Holt et al., 1994). A T’intérieur des cellules du cortex racinaire, les Rhizobia se transforment
en bactéroides de forme branchée, sphérique ou en massue. Il existe des bactéroides réguliers
et des bactéroides irréguliers. Chez les groupes Rhizobium trifolii, Rhizobium meliloti et
Rhizobium leguminosarum, les individus sont irréguliers ayant une taille a peu prés dix fois

plus grande que celle de la forme végétative (Somasegaran et Hoben, 1994).

Figure 01:Représentation microscopique du Rhizobium trifolii (Vincent,1982)

La culture des rhizobia se differe selon le groupe ; le premier groupe 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 deuxiéme 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. Le milieu le plus
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utilise pour la culture des Rhizobium est le milieu YMA (yeast mannitol agar) contenant des

sels minéraux, du sucre, de I’extrait de levure et de I’agar (Somasegaran et Hoben, 1994).

Les rhizobia sont des bactéries chimioorganotrophes, utilisent des carbohydrates
relativement simples comme le glucose, le mannitol, le saccharose et des composes aminés.

Certaines espéces exigent des vitamines pour leur croissance (Somasegaran et Hoben, 1994).

Ces bacteéries sont des aerobies ou microaérophiles et peuvent croitre a une faible tension
en oxygene (pression de 0,01 atm). Le pH optimum de croissance se situe entre 6 et 7, plus
exactement 6,8 mais certaines souches tolérent un milieu acide (pH = 4) comme Rhizobium
japonicum. La température optimale se situe entre 25-30°C (Holt et al., 1994), mais certaines
souches tolérent des températures de I’ordre de 40, 42 et 45° C (Ruiz-Diez et al., 2009).

Le génome des Rhizobia a une longueur de 6 872 702 pb avec une teneur en GC de
61,18% et comprend 5 réplicons, un chromosome circulaire de taille 4 537 948 pb et 4
plasmides circulaires de taille 4 537 948 pb. Parmi 6 643 genes prévus, 6 581 sont des génes
codant pour des protéines et 62 génes codent pour un ARN. La majorité (72,44%) ont recu
une fonction putative, tandis que les autres ont été annotés sous forme de protéines

hypothétiques (Reeve et al., 2010).

2-2- Généralités sur les plantes légumineuses

Les légumineuses sont des plantes dicotylédones appartenant a la famille des
Fabacées qui représentent la troisieme famille de plantes par un nombre d'espéeces 1900
références apres les Astéracées et les orchidées (Schneider et al., 2015). Les Iégumineuses se
répartissent en trois sous-familles : les Caesalpinioideae, les Papilionoideae et les
Mimosoideae. Cependant, environ 463 genres et 18000 espéces de légumineuses ont été
décrites (Skerman 1982 ; Franche et al., 2009).

Les légumineuses sont caractérisées par des fleurs papilionacées (en forme de
papillon) pour la plupart des espéces cultivées. Une gousse contenant des graines (la gousse
étant le fruit issu de l'ovaire de la fleur). Pour la majorité des membres de cette famille, la
capacité d'utiliser l'azote atmosphérique (N,) pour produire ses propres composants
protéiques. Cette capacite est permise par la symbiose avec des bactéries du sol fixatrices de
l'azote au sein d'organes spécialises (les nodules) qui se développent sur les racines
(Schneider et al., 2015).
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2-2-1. La plante légumineuse Melilotus
Melilotus, sont des plantes appartenant a la famille des légumineuses, sous famille

Fabacées de papilionacées qui comprend des plantes herbacée annuelles ou bisannuelles, plus
rarement vivaces. Le feuillage est fait de feuilles trifoliolées dentées ; foliole médiane
pétiolée, les latérales subsessiles. Deux stipules adnées au pétiole. Les fleurs sont blanche au
jaune regroupées en grappes axillaires, les gousses sont généralement a une ou deux graines,
Le nom évoque en grec un lotier (lotos) ayant I'odeur du miel (meli), sont souvent considérées
comme des mauvaises herbes (Quezel et Santa, 1962 ; Arbeille et al., 2000; Al Sherif, 2009).

Figure 02: plante Iégumineuse Melilotus ( Laouar, 2013)

2-2-2. La plante légumineuse Pisum sativum

Le petit pois, Pisum sativum, est une Plante grimpante herbacée annuelle, c’est une
plante diploide (2n=14 chromosome), appartient a la famille des Iégumineuses (Fabacées)
(Krajinski et al., 2011), autogame (Deulvot et al., 2010). La tige de petit pois est herbacée de
hauteur variable, creuse et gréle, arrondie ou légérement anguleuse (Prioul et al., 2004). La
tige est mince cylindrique de 30 a 150 cm de long avec peu ou pas de ramifications (Lim,
2012). Le petit pois forme des feuilles alternantes avec 1-3 paire de folioles et un long pétiole
creux. Les folioles opposées ou non sont rhomboides, asymétriques et pourvues de courts
pétioles. La fleur est de type papilionacé comprend 5 pétales, 5 sépales et 10 étamines. La
fécondation se fait par auto-pollinisation. Le fruit est une gousse a deux valves et d'une
longueur de 4,5-11 cm. Les gousses contiennent en moyenne 5 a 10 graines. Les graines sont

de couleur verte ou créme. Elles sont globulaires et lisses (Nyabyenda, 2005).
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Figure 03: plante légumineuse Pisum sativum

2-3- La relation symbiotique plantes Iégumineuses- rhizobia
La symbiose Rhizobium-légumineuse est un processus bénéfique et réciprogue permet
pour les 1égumineuses (macrosymbiontes) de fixer 1’azote atmosphérique par I’intermédiaire

des bactéries appelées rhizobia (microsymbiontes) (Gibson et al., 2008).

2-3-1. La fixation biologique de I’azote
Certains micro-organismes, principalement des procaryotes, utilisent 1’azote

moléculaire (N,) présent dans I’air pour synthétiser leurs protéines. Ce mécanisme repose sur
I’activité d’une enzyme spécifique, la nitrogénase, qui catalyse la conversion du N, en
ammonium (NH;"), une forme d’azote directement assimilable par les plantes (Franche et al.,
2009). Elles sont donc dépendues d’organismes procaryotes essentiellement les bactéries qui
possédent la nitrogénase qui est une enzyme capable de réduire 1’azote atmosphérique dont les
cellules eucaryotes sont totalement dépourvues (Figure 04), la vitesse du processus de fixation

limite la croissance végétale dans beaucoup de situations (Singh, 2017).



Chapitre 1 Revue bibliographique

Rhizobia -

-r o>

Infection

Figure 04: processus de la fixation biologique de 1’azote (Teng et al., 2015)

2-3-2. Les molécules clé de la fixation biologique de I’azote
2-3-2.1. Lanitrogénase

La nitrogénase est un complexe enzymatique qui convertit 1’azote de 1’atmosphére en
ammonium dans le milieu microaérophile du nodule. La nitrogénase catalyse la conversion du
N2 en ammoniac dépendante du Mg ATP (Saidi., 2021).

N2 + 8 électrons + 16 ATP + 8 H+ — 2 NH3 + H2 + 16 ADP + 16 Pi

La nitrogénase est une enzyme multi sous unités constituée de deux protéines de taille
différentes (Hopkins, 2003 ; Davet, 1996 ; Werner, 1992). La Fe-protéine petite protéine, est
constituée de deux sous-unités polypeptidiques identiques. Elle a une masse moléculaire de 64
KDa. La protéine du nitrogénase la plus grande nommée Mo-Fe-protéine, est un tétramere qui
se compose de deux sous-unités distinctes de type aallR. La masse moléculaire est de 245 KDa
(Hopkins, 2003 ; Werner, 1992).

A

P-cluster FeMo-co

P-cluster

Figure 05: Structure de la nitrogénase (Rubio et Ludden, 2005)
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Le complexe nitrogénase catalyse la réaction de fixation de 1’azote atmosphérique.
Cette enzyme n’existe que chez les organismes procaryotes. Elle est constituée de deux
composants : le composant | est un hétérotétramére constitué de deux sous-unités représentées
en bleu et vert et deux sous-unités représentées en rouge et orange (A), le détail de la sous-

unité est donné (B) et le composant Il est un homodimeére (C) (Rubio et Ludden, 2005).

2-3-2.2.  Laleghémoglobine
La protéine leghémoglobine présente uniquement dans les nodosités racinaires. La

production de la léeghémoglobine est déterminée par les données génétiques fournies par la
plante et la bactérie, aucune des deux entités n’étant en mesure de la synthétiser de manicre
autonome (Perry et al., 2004). La globine est codée par le génome de la plante tandis que
I’héme est contr6lé par le génome de la bactérie symbiotique (Madigan et al., 2007). Elle
teinte de rouge les nodules racinaires, ce qui constitue un indicateur de I’activité des nodules
des Iégumineuses en symbiose (Tourte et al.,2005). Le rdle exclusif de cette molécule est de
capturer avec une grande affinité, toute présence d’oxygeéne susceptible d’entrer dans le
nodule, préservant ainsi la nitrogénase bactérienne de son effet néfaste. En effet, elle est aussi
responsable de la fourniture d’oxygéne aux oxydases qui se trouvent a I’extrémité de la chaine

d’oxydoréduction des bactéroides (Wajcman et Kiger, 2002).

Figure 06:Structure de la leghémoglobine A du soja (M. I. Oshtrakh et al.2013).

2-3-3. La nodulation
Le mutualisme entre les Fabaceae et les rhizobia conduit a la formation de structures

spécialisees sur les racines ou les tiges, connues sous le nom de nodules ou nodosités. Ces
nodosités sont des organes dédiés a I'échange métabolique entre les bactéries et la plante. A
I'intérieur de ces structures, les microsymbiotes convertissent l'azote atmosphérique en
ammonium, une forme assimilable qu'ils échangent avec la plante en contrepartie de produits

photosynthétiques (substrats carbonés) (Wang et al., 2012).
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Deux types de nodules ont été identifies. Les nodules indéterminés, de forme allongée,
et les nodules déterminés, de forme arrondie. Cette classification repose sur la localisation du
systeme vasculaire (au niveau de la racine ou de la tige) ainsi que sur la persistance ou non

d'une zone méristématique (Domergue, 2017).

= @

Figure 07: Structure des nodules de légumineuses A: Nodule de légumineuse de type indéterminé. B :

Nodule de Iégumineuse de type déterminé. | : zone méristématique ; Il : zone d’infection ; II-111 : interzone 1I-111
; IV :zone de sénescence (Chabbi, 2010).

2-3-3.1.  Génétique de la nodulation
En général, trois genes symbiotiques interviennent dans le processus de nodulation et

de fixation azotée chez la bactérie. Il s’agit des génes nod nécessaires a la nodulation,
des génes nif codant pour la nitrogénase et des genes fix indispensables pour la fixation de
I’azote (Kouakou, 2011). Les genes nod sont regroupés dans la méme région, au contraire les

genes nif et les génes fix sont regroupés dans 5 régions distinctes (Crossman, 2004).

Les genes spécifiques de la plante hdte codent pour des nodulines, protéines
impliquées soit dans la formation des nodosités, soit dans des fonctions postérieures comme la
synthese de la leghémoglobine, des phytohormones, des acides aminés et des acides
organiques (Dupuy et Nougier, 2005). Ces nodules sont codées par des génes Nod localisés
dans le genome de la plante hote (Hopkins, 2003).
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2-3-3.2.  Les étapes de la nodulation
e Echange de signal d'infection

Le processus de nodulation débute par un échange complexe de signaux entre la plante
hote et les bactéries symbiotiques. Les racines de la plante, a travers leur métabolisme
primaire, liberent dans leur environnement rhizosphérique divers composés organiques, dont
certains, tels que les flavonoides (flavones, isoflavones, flavonones), exercent une activité
chimiotactique, attirant spécifiquement certains microorganismes du sol, dont les Rhizobium
(Rasanen, 2002).Ce signal percu par les Rhizobium induit I'expression des genes Nod,
lesquels codent pour les enzymes impliquées dans la synthese des facteurs de nodulation, a

savoir les lipochitooligosaccharides (LCO) (Denarié, 2000).

Ces facteurs Nod interagissent avec des récepteurs spécifiques sur la surface de la plante,
induisant la modulation de son programme organogénétique et la formation des nodules

racinaires, permettant ainsi I'établissement de la symbiose (Patriarca et al., 2004).

e Infection

Les bactéries s'attachent aux racines par l'intermédiaire de la rhicadhésine ainsi que
d'autres protéines spécifiques localisées a la surface des cellules (Dardanelli et al., 2003;
Perry et al., 2004). Les facteurs Nod émis par les Rhizobiums, induisent une dépolarisation de
la membrane plasmique accompagnée d'une oscillation du flux de Ca®*". Cette étape se
poursuit par une induction de I'expression de génes spécifiques (Pelmont, 1995; Gage, 2004)
et une modification de la croissance polaire des poils absorbants formant une structure dite en

« crosse de berger» qui enferme les rhizobia (Esseling et al., 2003).

L'infection qui s'accompagne d'une digestion de la paroi cellulaire du poil racinaire peut
avoir lieu a travers les poils absorbants, les blessures, ou l'espace intercellulaire (Rasanen,
2002).

e Développement du nodule et maturation des bacteroides
Les rhizobia sont libérés dans les cellules hétes au niveau sous-méristématique. Cette
libération semble se produire dans la région du cordon infectieux ou la gaine cellulosique est
localement absente. Une fois libérées, les bactéries se retrouvent dans le cytoplasme de la
cellule hote, encapsulées dans une membrane qui les sépare du cytoplasme végétal. Cette

membrane dérive principalement du plasmalemme des cellules envahies (Ndoye, 1990).

Les bactéroides sont ainsi isolés du cytoplasme végétal par une membrane spécialisée,

appelée "membrane péribactéroide™ ou membrane de séquestration. Cette membrane joue un
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role clé dans I'échange de nutriments entre les bactéries et les cellules de la plante hote. A
I'intérieur de cette structure, les bactéries différenciées se transforment en bactéroides
responsables de la fixation de l'azote (Gharzouli, 2006). Le nodule mature se compose de
deux régions distinctes : les tissus internes, ou se trouvent les cellules infectées par les
bactéries et ou se deroule la fixation de l'azote, et les tissus externes, qui facilitent les

échanges avec le reste de la plante et assurent la protection des tissus internes (Selami, 2015).

©) Rhizobia avec
les poles
radicaux

Les cellules adicales — P
forment les nodules

8 Labacténese trams forme |.|
B © en bactécoide ilintérienr \ 1

4

par lequel les rhizcbiums pénétrer
dans les cellules végétales.

Figure 08: Différentes étapes de I'établissement de la symbiose rhizobia-légumineuse.(Faghir, 2012)

3- Role des bactéries nodulant les Iégumineuses

3-1- La fixation de I’azote

Les rhizobia ont la capacité inhabituelle de fixer l'azote atmosphérique et de le
transformer en une forme utilisable par les plantes. Cette capacité unique des rhizobia a
convertir l'azote atmosphérique en une forme (ammoniac) facilement assimilable par les
plantes permet aux légumineuses et autres cultures de prospérer sans, ou avec moins, besoin

d'engrais azotés synthétiques (Rifat et al., 2010).

3-2- Amélioration de la fertilité du sol

Les rhizobia sont des bactéries importantes du sol qui contribuent au maintien de la
structure et de la fertilit¢ du sol. En aidant & créer et a maintenir les agrégats du sol, ils
augmentent la porosité, I’infiltration de I’eau et la rétention des nutriments. Cela améliore la

santé globale et la productivité du sol, augmente sa résistance a 1’érosion et a la dégradation et

10
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améliore la gestion de 1’eau, en particulier dans les zones sujettes a la sécheresse ou a la

pénurie d’eau (Korir et al., 2017).

La décomposition de la matiére organique est assurée par les microbes du sol, ce qui
favorise le cycle des nutriments et la libération des nutriments piégés dans les déchets
organiques. Ce processus augmente la teneur en matiére organique du sol, ce qui est important

pour sa fertilité (Mng’ong’o et al., 2023).

3-3- Stimulation de la croissance des plantes

Les mécanismes vitaux que les LNB ou les rhizobactéries (directement ou
indirectement) utilisent pour favoriser la croissance et la productivité des cultures
comprennent la production de phytohormones, de sidérophores, de solubilisation du
phosphate et de réduction de la production d'éthylene (Mng’ong’o et al., 2023). Plusieurs
études et chercheurs (Jindo et al., 2010 ; Mendes. et al., 2020) ont identifié différents isolats
bactériens qui peuvent contrdler directement la physiologie des plantes en imitant la synthese
des phytohormones, ce qui améliore la disponibilité de 1’azote et d'autres nutriments végétaux

dans les sols agricoles, accélérant ainsi la croissance et le développement des cultures.

3-3-1. Solubilisation du phosphate
Le phosphore (P) est I'un des éléments nutritifs essentiels pour la croissance et le

développement des végétaux apreés 1’azote. Bien que le phosphore ne soit pas rare dans les
sols, il est présent sous des formes insolubles, non disponibles pour le préléevement par les
plantes. La solubilisation du phosphore représente une solution pour augmenter la
concentration de P sous des formes biodisponibles (H,PO4-, HPO4*) sans apport exogéne
d’engrais minéral. Il existe des bactéries capables de solubiliser le phosphore inorganique,
dites phosphate-solubilizing bacteria (PSB) (Zaidi et al., 2015). Ces bactéries sont capables
de convertir le phosphore insoluble en une forme accessible et facilement assimilable par les
plantes (Ahemad & Kibret, 2014; Gupta et al., 2015).Elles mettent en jeu des molécules de
faible poids moléculaires telles que I’acide citrique, 1’acide gluconique ou 1’acide oxalique
(Glick, 2012). Leur production est controlée par des metabolites secondaires libérés par les
bactéries. Donc les microorganismes bénéfiques solubilisant le phosphore convertissent les
formes insolubles en formes directement assimilable par les plantes lors de sécrétion d’acides
organiques qui diminuent considérablement la valeur du pH de la rhizosphére et entraine la
dissociation des liaisons dans les composés phosphorés insolubles tels que le Caz(POy),,
contenu dans les sols calcaires (Afzal et Bano, 2008).

11
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3-3-2. Solubilisation du potassium
Le potassium (K) est le troisieme macronutriment essentiel majeur pour la croissance

des plantes. Les concentrations de potassium soluble dans le sol sont généralement tres faibles
et plus de 90% du potassium dans le sol existe sous forme de roches insolubles et de minéraux
silicatés (Parma & Sindhu, 2013). Sans potassium adéquat, les plantes auront des racines peu
développées, se développeront lentement, produiront de petites graines et auront des
rendements faibles. Cela a mis l'accent sur la recherche d'une autre source indigéne de
potassium pour l'absorption des plantes et de maintenir le statut du potassium dans les sols
pour soutenir la production agricole organique. Les rhizobactéries favorisant la croissance
des plantes sont capables de solubiliser la roche potassique par la production et la sécrétion
d'acides organiques (Kumar & Dubey, 2012).

3-3-3. La production des sidérophores
Le fer est un micronutriment essentiel pour la plupart des organismes vivants. La

forme prédominante de fer dans le sol est le (Fe*"), avec une trés faible solubilité et donc peu
disponible dans les sols cultivés (Ma, 2005). Pour I’obtenir, les micro-organismes ont
développé des stratégies en synthétisant des sidérophores (Schwyn et Neilands 1987). Cette
synthése se produit uniquement en cas de carence en fer (Whipps, 2001). De nombreuses
plantes peuvent utiliser divers sidérophores bactériens comme source de fer, et de nombreuses
bactéries productrices de sidérophores appartiennent aux genres de rhizosphere
Bradyrhizobium, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia et Streptomyces (Kuffner et al., 2008).
La production de sidérophores dans des conditions de stress dd au fer confére aux bactéries
Rhizobium un avantage supplémentaire, éliminant les agents pathogénes de carence en fer
(Deshwal et al., 2003).

3-3-4. Production des phytohormones
Une large gamme de microorganismes trouves dans la rhizosphere est capable de

produire des substances qui régulent la croissance et le développement des plantes. Les
rhizobactéries favorisant la croissance des plantes produisent des phytohormones telles que
les auxines, les cytokines, les gibbérellines et I'éthyléne, qui peuvent influencer la
prolifération cellulaire dans la structure racinaire par surproduction de racines latérales et de

racines avec augmentation ultérieure de I'apport en nutriments et en eau (Arora, 2013).

L’acide indole acétique est une hormone de croissance végétale considérée comme la
plus importante du groupe des auxines (Ashrafuzzaman et al., 2009). Il contr6le de nombreux

processus physiologiques chez les plantes, notamment I’agrandissement et la division

12
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cellulaires, la différenciation des tissus et leurs réponses a la lumiére (Teale et al., 2006). La
capacité de produire cette phytohormone a été signalée chez 80 % des rhizobactéries. qui
parmi les communautés bactériennes du sol, plusieurs genres tels que Rhizobium,
Bradyrhizobium, Pseudomonas, Agrobacterium, Enterobacter, Klebsiella (Gupta et al.,
2015), Agrobacterium, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus (Ferreira et al., 2019)
Streptomyces, Frankia, Nocardia et Kitasatospora sont capables de produire 1’ acide indole
acétique participant ainsi a la promotion de la croissance de plusieurs plantes

économiguement importantes (Numan et al., 2018).

Les cytokinines sont des dérivés de la purine et qui sont retrouvées dans les racines,
les tiges, les feuilles, les fleurs, les fruits et les graines, mais une forte évidence indique que la
racine est le site principal de la biosynthese de cytokinines. Ils favorisent et maintiennent la
division des cellules végétales dans les cultures et sont également impliqués dans divers
processus de différenciation, croissance des racines primaires (Chaitanya et Meenu, 2015). En
effet, ce type de molécules peut étre produit par plusieurs rhizobactéries comme Azotobacter
sp., Rhizobium sp., Rhodospirillum rubrum, et Bacillus subtilis (Gupta et al., 2015).
Cependant, les souches de Rhizobium sont signalées comme les bactéries les plus productrices
des cytokinines (Patil et al.,, 2017) et en particulier Rhizobium leguminosarum,
Bradyrhizobium japonicum et Sinorhizobium meliloti (Goswami et al., 2016).

Les gibbérellines sont des hormones végétales impliquées dans presque toutes les
¢tapes de la croissance et du développement des plantes, y compris I’embryogenese,
I'élongation de la tige, la floraison, l'expansion des feuilles et la maturation des fruits
(Binenbaum et al., 2018). Parmi les bactéries, la caractérisation des gibbérellines a été
d’abord rapportée chez Rhizobium meliloti puis chez différents genres bactériens qui peuplent

le systeme racinaire de la plante (Joo et al., 2009)

3-3-5. Protection contre les pathogénes
Certaines souches de rhizobium posséderaient des propriétés de lutte biologique, luttant

contre la croissance des agents pathogénes et des ravageurs présents dans le sol. Il est capable
de lutter contre les infections et les maladies des plantes. Les rhizobia et d’autres microbes
bénéfiques peuvent interagir de maniére antagoniste avec des microbes indésirables,
protégeant ainsi les plantes des maladies et réduisant le besoin de pesticides chimiques (Moh
et al., 2020).

13



Chapitre 1 Revue bibliographique

3-4- Tolérance aux stress
Differentes familles de bactéries, dont Rhizobium, peuvent favoriser la croissance des
légumes et des cultures dans des conditions de stress abiotique (Yildirim & Taylor, 2005 ;

Barassi et al., 2006 ; Egamberdieva & Kucharova, 2009).

3-5- Contribution a la durable agricole

Le role des microbes du sol dans la formation de I’humus est di a leur capacité a
décomposer la matiere organique. Lorsque les feuilles, les plantes ou les animaux meurent, les
micro-organismes les décomposent, permettant a I’humus de se mélanger au sol. Ainsi,
I’altération minérale contribue, par 1’intermédiaire des produits chimiques et des forces
exercées par les communautés microbiennes, a la formation des sols, assurant le recyclage des
nutriments des plantes et permettant une productivité durable des terres dans des écosystemes

agricoles durables (Alison et al., 2016).
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Figure 09: Interactions entre les plantes et les bactéries dans la rhizosphére (Khan et al., 2009).
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1- Description de la zone d’étude
Les deux plantes "Melilotus" et "Pisum sativum " utilisées dans cette étude ont éteé

prélevées de la région de Guelma. Guelma se situe au cceur d'une grande région agricole a 290
m d'altitude Elle est limitée au Nord par la wilaya d’Annaba (65 km), au Nord-Est par la
wilaya d’El-Tarf, au Nord-Ouest par Skikda, au Sud-Ouest par Constantine (116 Km), et au
Sud-Est par Souk-Ahras, Les températures moyennes varient entre 4°C en hiver et 41°C en
été. Les précipitations annuelles varient entre 654 et 1000 mm (Haddad et al., 2015). Les
coordonnées géographiques de la wilaya de Guelma sont 36° 28’ 0” Nord, 7° 25' 60" Est avec
une Latitude de 36.4667 et une Longitude de 7.4333. (Figure 10)
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Figure 10: Localisation géographique de zone de prélevement

2- Collecte des nodules
La collecte des plantes légumineuses Melilotus et Pisum sativum a été réalisée en

période de floraison des plantes au mois de mars selon les techniques préconisées par
Vincent, (1970) et Somasegaran et Hoben (1994) :

Creuser environ 15 cm autour de la plante et 20 cm dans le sol pour extraire la plante
et son appareil racinaire, puis enlever soigneusement le sol et casser les blocs de sol avec
précaution pour éviter d’endommager les racines et les racines secondaires ou beaucoup
de nodules sont souvent trouveé, ensuite placer délicatement la plante dans un sachet de

plastique.
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Au laboratoire, enlever la partie supérieure de la plante, pour des raisons de stockage
et d’isolement, les racines doit étre coupées a I’aide d’un couteau de 1 a 2 mm de site
d’attache de nodules, ce qui maintient les nodules intacts et améliore les chances d’obtenir

des cultures viables et propres de bactéries.

Figure 11: Plante Iégumineuses Melilotus (prise personnelle)

3- Conservation des nodules
Pour une période de stockage allant de 6 a 12 mois, la dessiccation est recommandée.

La méthode utilisée est celle décrite par Somasegaran et Hoben (1994). Qui consiste a
remplir ¥4 des flacons stériles par du CaCl,. Ensuite mettre une quantité de coton sur
lequel sont déposés les nodules et refermer hermétiquement jusqu'au moment

d’utilisation.

Il est recommand¢ de placer dans un seul tube les nodosités issues d’une méme plante.
Les flacons sont étiquetés en indiquant le nom de la plante, la date et le lieu de collecte et

la date de conservation (Figure 12).
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Figure 12: Conservation des nodules sous CaCl, (Somasegaran et Hoben ,1994)

4- lsolement des bactéries a partir des nodules
La méthode utilisée est celle de Vincent (1970) et Somasegaran et Hoben (1994).

Les nodules sont placés dans un tube contenant 1’eau distillée durant toute une nuit a 4°C,

puis une heure a une température ambiante.

Les nodules sont stérilisés en immergeant dans 1’éthanol 95% pendant 5 a 10 secondes
puis transférés rapidement dans le chlorure de mercure acidifié 0.1% (1g Hg Cl, + 5 ml HCI
+1 1 d’eau distillée) pendant 3 minutes. Enfin rincés abondamment a I’eau distillée stérile (10

fois), et laissés pendant 1 heure dans 1’eau distillée apres le dernier ringage.

L’isolement des bactéries est réalisé selon la méthode des nodules écrasés selon Vincent
(1970). Devant le bec bunsen, dans une boite de pétri stérile, chaque nodule stérilisé est
écrasé a 1’aide d’une pince stérile dans une goutte d’eau distillée stérile jusqu’a 1I’obtention
d’un jus nodulaire. Une suspension de chaque nodule écrasé est étalée par une anse de platine
sur la surface des deux milieux spécifiques Yeast-Mannitol-Agar additionné de rouge Congo
(YMA-RC) et Glucose peptone agar additionné de pourpre de Bromocrésol (GPA-BCP).
L’ensemencement est réalisé selon la méthode des trois cadrans et les boites ensemencées

sont incubées a 30°C pendant 24 & 48 heures (Figure 13).
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©

Figure 13: Isolement des bactéries

(&) Nodule dans une goutte d’eau (prise personnelle) (b) Ensemensement sur milieux spécifique (prise
personnelle) (c) Méthodes des cadrans

5- Conservation des souches
Cette opération se fait sur le milieu YMA + CaCOs, en ajoutant 3g/l de CaCOj3 au milieu

YMA. L’ensemencement se fait a partir d’une culture bactérienne fraiche sur la surface d’une
gélose inclinée. Les tubes sont incubés a 30°C pendant 24 a 48h. Les tubes sont conservés a
4°C au réfrigérateur. La durée de cette conservation est de 6 a 12 mois (Vincent, 1970).

Tableau 01: souches utilisées dans cette étude

Isolats de Melilotus M1 M2 M3 M4

Isolats de Pisum sativum P1 p2 P3 P4
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6- Etude des caractéres culturaux et morphologiques
Pour faire I’étude morphologique ; les souches sont ensemencées sur le milieu liquides

YMB (Yeast Mannitol Broth) et sur les milieux solides YMA (Yeast Mannitol
Agar),YMA+RC (Yeast Mannitol Agar +Rouge Congo), YMA+BTB (Yeast Mannitol
Agar+Bleu de Bromothymol) GPA+BCP (Glucose Peptone Agar+Bromocresol Pourpre)
(Annexe 1).

Les boites et les tubes sont incubés a 30°C pendant 24 a 48h

Figure 14: milieux de culture utilisés (prise personnelle)

7- Examen microscopique par coloration de Gram
C’est une coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi

bactérienne, et d’utiliser ces propriétés pour les distinguer et les classifier
Apres préparation du frottis, les étapes de coloration sont les suivantes :
- Recouvrir le violet de gentiane, laisser agir 1 minute.
- Verser sur la lame la solution iode et laisser agir 30 secondes.
- Incliner la lame et laisser tomber goutte a goutte 1’alcool-acétone.
- Laver avec de I’eau distillée.
- Recolorer avec de la fuschine, laisser agir 1 minute.

- Laver avec de I’eau distillée.
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- Observer a immersion .

8- Détermination des activités des isolats

8-1- La fixation de I’azote

Pour déterminer I’activité de la fixation d’azote, les isolats sont cultivés sur milieu
solide « Burk’s N-free ». A partir d’une culture fraiche YMB dépose 100ul de suspension
bactérienne a la surface du milieu solide, étaler par un rateau puis incubé a 30°C pendant5a 7
jours (Wilson et Knight (1952) et Park et al. (2005)).

8-2- Activités enzymatiques

8-2-1. Reduction des nitrates
Ce test permet de déterminer la présence de nitrate réductase, il est réalisé sur le

bouillon nitraté. Apres I’ensemencement, les tubes sont incubés a 30°C pendant 4 jours.
Pour la lecture, ajouter les réactifs :

Réactif Nitrate 1 : I’acide sulfanilique.

Reactif Nitrate 2 : alpha-naphtylamine.

La formation de la couleur rouge est le résultat de la présence de cette enzyme.

8-2-2. Hydrolyse de ’urée
Cette activité enzymatique est déterminée par I’ensemencement sur le milieu Urée-

indole. Les tubes sont incubés a 30°C pendant 24-48 heures. Le virage de couleur du milieu

vers le rose indique la présence d’uréase.

8-2-3. Cellulase
Les souches sont mises en culture sur le milieu YMA contenant 0,25% de CMC

(Carboxy Methyl Cellulose). Apres incubation a 30°C pendant 5 jours, les colonies issues de
ce milieu sont rincées délicatement a 1’eau courante. Les boites sont remplies d’une solution
de rouge Congo (1 mg/ml) et incubées 30 min dans I’é¢tuve a 30°C. La solution colorante est
remplacée par une solution de NaCl 1N. Les boites sont incubées pendant 30 minutes dans
I’étuve a 30°C puis vidées de cette solution. Les colonies qui apparaissent sur fond rouge avec
un halo jaune orange indique la présence de 1’enzyme endoglucanase chez les souches
étudiées (Gupta et al., 2012).
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8-2-4. Pectinase
Le milieu pectine agar est utilisé pour la sélection des souches bactériennes

productrices de la pectinase. Apres incubation a 30°C pendant 48 heures, les boites sont
inondées par la solution lugol pendant 10 min. Un résultat positif se traduit par un halo clair
autour des stries (Benkahoul et al., 2017).

8-2-5. Oxydase
Il s’agit de la recherche du cytochrome oxydase, derniére enzyme de la chaine

respiratoire qui assure le transfert des électrons sur 1’oxygéne ou sur un autre oxydant minéral
(Camille ,2006).

A T’aide d’une pipette pasteur boutonnée, une colonie est déposée sur de disque

d’oxydase. Si la couleur du disque vire vers un violet noiratre, il s’agit de bactéries oxydase

positive (Abdlhafid ,2011) (Figure 15).

Oxydase
Négative

4
——.

Oxydase
Positive

Developpement d'une couleur violette profonde en 10 secondes

Figure 15: Test de I’oxydase
8-2-6. Catalase
La catalase est une enzyme importante pour 1’élimination du peroxyde d’hydrogene selon la

réaction suivante 2H,0,— O, + 5,H,0

Le principe consiste a prélever une colonie a partir du milieu solide et de la mettre sur
une lame stérile, puis ajouter une goutte d’eau oxygénée H,0O, a 10 volumes. La mise en
évidence de la catalase se traduit par un dégagement immeédiat des bulles gazeuses (Graham et
Parker 1964).
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Figure 16: Test de la catalase

8-3- Effet PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria)

8-3-1. Production d’Acide Indole Acétique (AIA)

La production d’auxines a été testée sur milieu TSB (Annexe 01). Apres
ensemencement, les souches sont incubées a 30°C pour une durée de 2 a 5 jours. Pour la
lecture environ 1 ml de solution de Salkowsky (2% de FeCl3 a 0.5M dans 35% d’acide
perchlorique) a été déposé sur les colonies en croissance, puis incubé a I'obscurité pendant 1

heure. L apparition d’une couleur rouge indique la présence d’AIA (Gordon et Weber, 1951).

8-3-2. Solubilisation des phosphates

Le pouvoir de solubilisation du phosphore des isolats a été testé sur du milieu gélosé de
Pikovskaya (PVK) (Annexe 01) contenant du phosphate tricalcique Casz(PO,), selon la
méthode de (Picovskaya, 1948) et incubée a 30 °C pendant 2 a 7 jours. L’apparition d’une

zone halo autours des colonies indique la solubilisation des phosphates.

8-3-3. Production d*ammoniac (NH3)

La production de NHj; est testée sur 1’eau peptonée selon la méthode de Cappuccino et
Sherman (1992). 100 pl de la culture bactérienne est inoculée dans les tubes contenant I'eau
peptonée, puis a incubée a 30°C pendant 7 jours . L’addition de 500 pl du réactif de Nessler

(Annexe 01) donnant une couleur jaune a marron indique la production de NHs.
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8-3-4. Production de cyanure d’hydrogéne (HCN)

La production d’HCN par les souches bactériennes a été testée sur milieu solide «King
B» dans lequel on a ajouté de la glycine (4.4 g/l) selon la méthode de Lorck (1948). Du papier
Whatman n°1 (90 mm de diametre), imprégné d’une solution de picrate de sodium (5%
d’acide picrique et de 2% de carbonate de sodium) a été déposé a I’intérieur des boites de
Pétri contenant la culture bactérienne. Ces derniéres sont scellées au parafilm et gardées en
position inversée dans I’étuve a 30°C pendant 4 jours. Les boites sont vérifiées
quotidiennement afin d’identifier les souches HCN +. L’apparition d’une couleur orange a

rouge traduit la production d’HCN par la bactérie productrice.

23



-

CHAPITRE 3

Résultats et Discussion

J




Chapitre 3 Résultats et Discussion

1- Etude des caracteres culturaux et morphologiques
e Croissance sur YMA

Sur le milieu solide YMA, les colonies apparaissent avec une couleur blanche ou
créeme, de forme arrondie, convexe, lisse et elles ont une texture translucide, semi-translucide
ou opaque. Les différentes souches ont bien poussé au bout de 48 heures d’incubation sauf la
souche isolée P3 qui n’a pas bien poussé sur ce milieu. Les souches isolées M1 et M4 sont
plus visqueuses par rapport aux autres souches. La viscosité des colonies est due a une
production massive d’exopolysaccharides. Donc nos souches présentent les caractéristiques
des rhizobia comme il a été décrit par Vincent (1970) et Jordan (1984) et Howieson et
Dilworth (2016).

Figure 17: Croissance des souches isolées sur le milieu YMA

(a): Isolat de Pisum sativum (b): Isolat de Melilotus
e Croissance sur YMB
La croissance sur le milieu YMB apres 24 & 48 heures, se traduit par l'apparition d'un

trouble pour toutes les souches. Ce résultat est similaire avec les observations de Hewedy et
al., (2014), qui ont rapporté une turbidité homogéne dans le bouillon YMB.
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Figure 18: croissance des souches sur le milieu YMB

e Croissance sur YMA-RC

La croissance sur milieu YMA additionné de Rouge Congo apparaisse apres 24 a 48
heures d’incubation. Nos résultats montrent que certaines souches absorbent bien de rouge
Congo et certaines d’autres 1’absorbent trés peu et apparaissent avec une couleur légerement
rose. Howieson et Dilworth (2016) ont mentionné que bactéries nodulaires Sinorhizobium
absorbent le rouge Congo. Ces observation sont trouvées chez la majorité des rhizobia
(Jordan, 1984 ; Vincent ; 1970).

(b)

Figure 19: Absorption du rouge Congo.

(a): souche Pisum sativum (b): souche Melilotus

e Croissance sur GPA-BCP

Apres 48 heure d’incubation, on observe que les souches M2, M4 et P1 provoquent
une modification du pH avec un changement de couleur du milieu du violet vers le jaune.
Pour les souches M1, M3, P3 et P4 modifient trés peu le milieu GPA-BCP et la souche P2 ne
modifie pas le pH du milieu.
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Il est bien connu que les rhizobia poussent faiblement ou pas du tout avec une faible
variation de pH sur milieu GPA-BCP, bien que d’autres peuvent croitre et acidifier le milieu
(Vincent, 1970). Dans une étude antérieure, il a été bien documenté que les rhizobia sont
incapables de se développer sur le milieu GPA+BCP (Somasegaran et Hoben, 1994), mais il y
a des études qui contredisent cette derniere, parmi ces études ceux de Demissie et al., (2018)
et Kii¢ik et al., (2006) qui ont trouvé que les espéces rhizobiennes peuvent aussi bien pousser
sur ce milieu ce qui indique que les rhizobia peuvent utiliser le glucose contenant dans le

milieu comme seule source de carbone.

Figure 20: Croissance des souches isolées sur milieu GPA+BCP

e Croissance sur YMA-BTB

Dans cette étude, on note I'apparition des colonies avec virage du milieu vers le jaune
pour les souches M2, M4, P1, P3, P4 ce qui indique une production d'acide estimée par
I'indicateur de pH ceci confirme que les isolats croissent rapidement. Ces observations sont
proches des résultats de Talukdar et al., (2008) pour leurs études sur des souches de Pisum
sativum . En revanche, le milieu reste vert chez les souches M1, M3 et P2, ce qui indique qu'il

s'agit de souches a croissance lente.

Les souches a croissance rapide sont considérées généralement comme des bactéries
acidifiantes. Par conséquent, elles devraient changer la coloration du BTB vers le jaune
contrairement aux souches a croissance lente qui sont considérées comme des bactéries qui
alcalinisent le milieu de culture (Jordan, 1984 ; Beck et al., 1993; Pagano, 2008).
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Figure 21: Croissance deshsuches isolées sur milieu YMA-BTB

2- Examen microscopique par coloration de Gram
L’examen microscopique des isolats aprés la coloration de Gram montre que les

bactéries sont des béatonnets (coccobacille) de couleur rose, Gram négatif, cet aspect
correspond au genre Rhizobium. Ces caractéristiques sont en accord avec celles décrites
par Gauri et al., 2011 et Roychowdhury et al., 2015.

Figure 22: Observation microscopique des bactéries (Objectif X100)

Tableau 02: Caractéres morphologiques des souches testés

Caracteres des cellules Caracteres des colonies
Souches
Gram Forme Taille Couleur Elevation Surface Opacité
M1 Négatif (-) Bétonnet Moyenne Blanche Eléves Lisse Translucide
Opaque
M2 Négatif (-) Bétonnet Petite Blanche Eléves Lisse Semi
translucide
M3 Négatif (-) Bétonnet Moyenne Créme Eléves Lisse Semi
translucide
M4 Négatif (-) Bétonnet Moyenne Créme Eléves Lisse Translucide
Opaque
P1 Négatif (-) Bétonnet Moyenne Blanche Eléves Lisse translucide
P2 Négatif (-) Bétonnet Petite Blanche Eléves Lisse translucide
P3 Négatif (-) Bétonnet Petite Blanche Eléves Lisse Semi
translucide
P4 Négatif (-) Batonnet Petite Blanche Eléves Lisse Opaque
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3- Détermination des activités des isolats

3-1- La fixation de I’azote

La croissance des bactéries sur un milieu de « Burk’s N-free » dépend de leur capacité a
fixer I'azote. Les résultats obtenus montrent que la majorité des isolats bactériens testés ont
bien poussé sur ce milieu ce qui indique qu’elles sont capables de fixer 1’azote atmosphérique.

Ces résultats sont proches des travaux d'Aouane et Hamani (2017).
3-2- Activités enzymatiques

3-2-1. Réduction des nitrates
Aprées I’addition de 2 a 3 gouttes des réactifs I et I de la nitrate réductase, la couleur du

milieu a viré au rouge pour les isolats M1, M2, M3, M4, P1 et P4 ce qui signifie qu’elles
possedent une enzyme nitrate réductase qui décompose les nitrates en nitrites et pour le reste
des isolats le milieu est toujours inchangé. Nous avons donc ajouté de la poudre de zinc qui
joue le méme role que la nitrate réductase, pour vérifier la présence des nitrates dans le milieu
ou non. Apres quelques minutes, 1’apparition d’une teinte rouge pour les deux souches P2 et
P3, signifie la présence des ions nitrites dans le milieu, donc le nitrate qui était dans les tubes
n’a pas été réduit par la NI et la NII. Donc la bactérie ne possédait pas cet enzyme (c’est un

résultat négatif (NR")).

Les nitrates sont la source préférentielle d’azote pour la plupart des microorganismes et
de leurs plantes hotes (El-Hilali, 2006). La transformation des ions NO3™ en ions NO, dans les
milieux biologiques, ne peut s’effectuer que sous 1’action de I’enzyme nitrate réductase qui
est présente dans tous les organismes susceptibles de métaboliser le nitrate tels que les
plantes, les champignons ainsi que quelques especes de levures et bactéries (Idrissi, 2006).

La réduction des nitrates ou des nitrites constitue 1’un des caracteéres taxonomiques
importants (Joffin et Leyral, 2006). De plus, la variabilité de ’aptitude a réduire le nitrate a
été également rapportée chez différents Rhizobia (Zahran, 1991). En plus, Munns (1968) a
indiqué que la présence du nitrate dans le sol affecte la capacité de I’adsorption des Rhizobia

aux racines des plantes et inhibe leur capacité infective.
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Figure 23:Réduction des nitrates

3-2-2. Hydrolyse de I’urée
Ce test permet de mettre en évidence la capacité des Rhizobia a hydrolyser 1’urée

grace a ’uréase, en utilisant le rouge de phénol comme indicateur de pH. Aprés incubation
pendant 48 heures on a observé 1I’absence de 1’activité uréasique chez toutes les souches .Cette
absence de I’enzyme a été également observée chez les isolats de Baaziz et Betchine (2013)

isolés & partir des nodules du pois fourrager.

Figure 24: Résultats de test hydrolyse de 1’urée

3-2-3. Cellulase
Ce test permet de mettre en évidence la capacité des bactéries a décomposer le

cellulose, ’apparition d’un halo jaune orangé autour des colonies indique la présence d’une

29



Chapitre 3 Résultats et Discussion

endoglucanase (cellulase). Tous les isolats ont présenté une réaction négative sauf les souches
MZlet M4 qui ont présenté le résultat positif.

Résultat positive Résultat négatif

Figure 25: Activité cellulosique

3-2-4. Pectinase
L'activité pectinolytique a été déterminée sur gélose a la pectine. Aprés 48 heures
d'incubation a 30 °C. Un halo clair autour des colonies indique une activité pectinolytique.
Les différents isolats ont montré une activité pectinase négative, comme en témoigne
I'absence de halo autour des colonies, a I'exception des souches M3 et M4, qui ont montré
un résultat positif.

Résultat négatif Résultat positive

Figure 26: Production de pectinase
Les espéces de Rhizobium sont connues pour produire des enzymes cellulolytiques et
pectinolytiques pouvant dégrader les liaisons glycosidiques présentes dans la paroi des
cellules végétales, et ces enzymes sont essentiels pour I’infection initial des racines hote de
I[égumineuses (Shengwei et al., 2012), facilitent aux Rhizobium de pénétrer a travers les
microfibres de la membrane cellulaire (Mateos et al., 1992). Les enzymes pectinase, cellulase

et amylase jouent un rble dans la prévention de l'infection des plantes par les agents

30



Chapitre 3 Résultats et Discussion

pathogenes. Les pectinases sont un groupe d'enzymes connues pour catalyser les matiéres
pectineuses par réaction de dépolymérisation, et sont produites en grande proportion (Reetha
etal., 2014).

3-2-5. Oxydase
Tous nos isolats étudiés sont oxydase positifs a 1’exception des souches M1 et M3 qui

sont oxydase négatif. Le Rhizobium posséde un systeme respiratoire, ou l'oxygene est

I’accepteur terminal des électrons dans les conditions d'aérobie (Werner., 1992,

Benguedouar., 2000).

L’oxydase ou cytochrome oxydase est une enzyme présente dans certaines chaines
respiratoires cytochromiques bactériennes. Le principe de ce test est fondé sur la production
bactérienne d’une enzyme oxydase intracellulaire. En présence d’oxygeéne atmosphérique et
de cytochrome C, cette enzyme oxyde le réactif pour former un composé coloré en violet,
I’indophénol (Delarras, 2014).

3-2-6. Catalase
Pour I’enzyme catalase, toutes les souches étudiées présentent un résultat positif. La

présence de la catalase est I’une des caractéristiques clés des souches de Rhizobium (Vincent,
1981). 11 joue un rdéle majeur dans la protection de 1’organisme contre les radicaux libres

toxiques qui sont générés en particulier sous 1’effet du stress environnemental (Hannachi H,
2019).

Figure 27: Résultats de test des catalase et oxydase positive

Tableau 1: Résultats des tests enzymatique

Isolats P1 P2 P3 P4 M1 M2 M3 M4
Tests
Nitrate réductase + - - + + + ¥ T
Urée - - - - - - - -
Activité cellulolytique - - - - + - - +
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Activité pectinolytique - - - - - - + +
Catalase + + + + + + + +
Oxydase + + + + - + - +

+ : activité enzymatique positive ; - : activité enzymatique négative

3-3- Effet PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria)

3-3-1. Production d’Acide Indole Acétique (AIA)
La capacité de la production de 1’AIA testée sur milieu TSA démontre que nos souches

ont développé une coloration rose aprés 1’addition du réactif de Salkowski (Figure 28). Cette
couleur est le résultat de la réaction entre I’acide indole acétique synthétisé par les souches et

le réactif de Salkowski.

La production phytohormone (en particulier I’AIA) est I’un des mécanismes directs les
plus importants utilisés par les bactéries pour augmenter la croissance et la productivité, car
cette hormone végétale coordonne divers processus de développement chez les plantes (Ali et
al., 2008).

Figure 28: Production d’AIA par isolats bactériens

3-3-2. Solubilisation des phosphates
La capacité des différentes bactéries isolées a solubiliser le phosphate a été étudiée sur

milieu PVK solide. L’apparition d’une zone de solubilisation autour des colonies a été

observée chez tous les souches testées.
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La solubilisation du phosphore se produit comme conséquence de I'action des acides
organiques de faible poids moléculaire synthétisées par les bactéries, et qui se traduit par la

formation d’un halo autour de la colonie (Zaidi et al., 2009).

Figure 29: Halo de transparence autour de la colonie

3-3-3. Production d’ammoniac (NH3)
Aprés incubation a 30°C pendant 7 jours de I’eau peptonée inoculée avec les

suspensions bactériennes des isolats, et aprés addition du réactif de Nessler. Un précipité

jaune-brun s'est formé pour tous les isolats, indiquant la production d'ammoniac.

La production d’ammoniac par les bactéries est I’un des mécanismes impliqués dans la
lutte contre les champignons phytopathogénes (Kavitha et al., 2013). Cette production est
considérée comme un facteur crucial chez les rhizobactéries, car elle améliore indirectement
la croissance des plantes (Joseph et al., 2007). L'ammoniac fixé est assimilé en glutamate et
glutamine qui sont importants pour former des composés azotés organiques dans les cellules
telles que les acides aminés, les acides nucléiques, les protéines, etc. Apres la mort
bactérienne et la lyse, ces composés sont rejetés dans I'environnement et utilisés comme

sources d'azote par d'autres organismes tels que les plantes (Hartono et al., 2016).
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Figure 30: Production d’ NH;

3-3-4. Production de cyanure d’hydrogéne (HCN)
La couleur jaune du papier Whatman imprégné d'acide picrique changée vers marron

orangé indiquant la capacité de produire du HCN. La production est faible chez P2,P3,M2
,M1 tandis qu’elle est forte chez P1,P4, M3, par contre la souche M4 n'a pas la capacité
production HCN.

L’acide cyanhydrique (HCN) est un métabolite secondaire volatile qui inhibe la
croissance et le développement des microorganismes. Cet acide (HCN) produit par les
bactéries provenant de la rhizosphere joue un réle primordial et important dans le contrdle
biologique des agents phytopathogenes (Siddiqui et al., 2006).

Figure 31: Production d’HCN
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Conclusion

Dans la rhizosphere peuvent cohabiter différents microorganismes qui interferent avec
la plante. Parmi ces microorganismes, il existe les bactéries du sol du genre Rhizobium qui
peuvent également avoir un effet bénéfique sur la plante.

Dans cette étude nous avons essaye de déterminer le role des bactéries nodulant les
Iégumineuses dans le sol.

Le travail de recherche commence par la collecte des nodules des espéces
Iégumineuses situées dans la région de Guelma Pisum sativum et Melilotus .

Pour avoir des bactéries nodulant les Iégumineuses, nous avons effectué un isolement
des bactéries selon la méthode des nodules écrasés. Les isolats obtenus on subi une étude
morphologique et culturale sur des milieux de culture spécifiques suivi d’un examen
microscopique par coloration de Gram.

Le rble des BNL est déterminé par plusieurs tests qui démontrent les activités de ces
bactéries dans le sol et leurs effets sur la relation symbiotique. Nous avons effectué le test de
la fixation d’azote, des tests pour la recherche des enzymes spécifiques (nitrate réductase,
cellulase, pectinase, uréase, catalase et oxydase) et des tests pour voir I’effet PGPR de ces
bactéries (production d’ammoniac, production des phytohormones, solubilisation du
phosphate, et production de cyanure d’hydrogene.

Les résultats de 1’é¢tude morphologique montrent que nos isolats possédent 1’aspect
morphologique des Rhizobia avec des cellules batonnet a Gram négative et des colonies
blanchatres et crémeuses avec des bords réguliers. La croissance sur milieu YMA- RC montre
que les souches absorbent le rouge Congo mais avec une différence dans I’absorption et
certaines souches modifient le pH sur GPA-BCP. Pour la vitesse de croissance sur le milieu
YMA-BTB les résultats démontre que les isolats sont classés dans le groupe des bactéries a
croissance rapide.

Les résultats obtenus sur milieu Burk’s N-free montre que nos souches sont aptes pour
fixer I’azote atmosphérique. Pour les tests enzymatiques nous avons trouvé que les souches
bactériennes possedent des enzymes spécifiques nécessaires a la relation symbiotique et des
enzymes utilisés dans le bio contréle.

La solubilisation du phosphate tricalcique et la production d'ammoniac a été constatée
pour tous les isolats, soulignant leur potentiel a améliorer la croissance des plantes. La
production d'HCN, un composé important pour la suppression des agents pathogeénes
fongiques, varie selon les isolats, la majorité présente une production forte. Certaines souches
posseédent également la capacité de synthétiser une phytohormone appartenant a la famille des
auxines (AlA).

Ce travail est une contribution a I’étude d’un groupe de bactéries du sol et leur role

¢cologique et agricole. Ce travail pourra étre complété par d’autres études citons :
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Conclusion

Elargir I’étude des micro symbiotes associés a d’autre plantes légumineuses de
I’ Algérie.

Elargir I'étude sur I'amélioration de la qualité des plantes par les PGPR.
Poursuivre les recherches sur la diversité, I'écologie et les applications des BNL

Intensifier les efforts pour garantir une utilisation optimale des BNL en agriculture.
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Annexe 01 :

Milieux de culture et solutions utilisées

Composition du milieu YMB (Yeast Mannitol Agar) en g /I(Vincent, 1970)

Mannitol 10.00g
K2HPO4 0.50g
MgSO47H20 0.20g
NaCl 0.10g
Extrait de levure 0.50g
Eau distillée 1000ml
pH 6.8

Autoclavage a 120 °C pendant 20 minutes

Composition du milieu YMA (Yeast Mannitol Agar) en g/I(Vincent, 1970)

YMB 1000ml
Agar 159
pH 6.8

Autoclavage a 120 °C pendant 20 minutes

Composition du milieu YMA+Rouge Congo en g/l

YMB 1000ml
Solution stock de rouge Congo 10ml
Agar 159

pH 6.8

Autoclavage a 120 °C pendant 20 minutes.

Aprés ajustement de pH, on ajoute 10ml de rouge Congo (0.25g rouge Congo dans 100ml
d’eau distillée), puis on ajoute 1’agar.

Composition du milieu YMA+bleu de bromothymol en g /I

YMB 1000ml
Solution stock de bleu de bromothymol 10ml
Agar 159
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pH 6.8
Autoclavage a 120 °C pendant 20 minutes.

Aprés I’ajustement de Ph on ajoute 10ml de bleu de bromothymol (0.5g BTB dans 100ml
d’éthanol), puis on ajoute 1’agar.

Composition du milieu GPA (Glucose Peptone Agar) +pourpre de bromocrésol
g/l(Vincent, 1970)

Glucose 10g
Pentone 5¢g
Solution stock de pourpre de bromocrésol 10 ml
Eau distillée 1000 ml
Agar 159

pH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.

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

Composition de milieu nitrate réductase en gl/l.

Nitrate 209
Eau distillée 1000ml
pH 7.2
Autoclavage 120 °C pendant 20 minutes

Milieu Burk’s N-free

Phosphate de potassium monobasique 0,49
Phosphate dipotassique 0,59
Sulfate de sodium 0,059
Chlorure de calcium 0,29
Sulfate de magnésium 0,19
Sulfate de fer 0,005¢
MolybDAte de sodium 0,003g
Agar 159
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pH 7,00
Stérilisation a 120°C pendant 20 min

Milieu Pikovskaya (PVK)

Glucose 10g
Extrait de levure 0,5¢
Phosphate Tricalcique 59
Sulfat ammonium 0,59
Sulfat de magnésium 0,19
Chlorure de potassium 0,29
Eau distillée 1000ml
Agar 159

pH 7,00

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes

Composition du milieu YMA+CMC en g /I

YMB 1000ml
Solution CMC 10mi
Agar 159

pH 6.8

Autoclavage a 120C° pendant 20 min.

Apres I’ajustement de Ph on ajoute 10ml de CMC (0.25g CMC dans 100ml d’eau distillé ),
puis on ajoute I’agar.

Milieu Pectine Agar

Pectine 5¢
Extrait de levure 5¢
Agar 20g
Eau distillée 1000L
pH 7

Stérilisation a 120°C pendant 20 min.
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Milieu King B ;
King B

Glycerol
Glycine
Eau distillée

pH

Stérilisation & 120°C pendant 20 min.

Eau peptonée :
Eau peptonée tamponnée

Eau distillée
pH
Stérilisation & 120°C pendant 20 min

Milieu Trypticase soja agar
TSA

Eau distillée
pH

Stérilisation a 120°C pendant 20 min

Les Solution :

Chlorure de mercure acidifié 0.1%
Hg Cl,

HCI
Eau distillée

Solution rouge congo
Rouge congo

Eau distillée

Solution BTB
BTB

Alcool

38¢
10ml
4,49
1000ml

7

16,099
1000ml

7

48¢
1000ml
7.3

1g
5ml

1000ml

0,25¢

100ml

0.5¢

100ml
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Solution BCP
BCP

Ethanol

Réactif Nesler
Kl

HgClz
NaOH
Eau distillée

Solution salkowski
FEC|3

HC|O4
Eau distillée

Solution rouge congo
Rouge congo

Eau distillée

Solution NaCl
Na ClI

Eau distillée

Solution picrate de sodium
Acid picrate

Carbonate de sodium

19
100ml

g
10g
49

100ml

4,069
75ml

75ml

0,29
200ml

11,688¢

200ml

100ml

0,489
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Annexe 02:

Tableaux des différents résultats

Tableau a: Résultats de étude des caractéres culturaux et morphologiques

Souche

YMA

M1

M2

M3

M4

P1

YMA+RC

YMA+BTB GPA+BCP
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P2

P3

P4

Figure a : résultats Observation microscopique des bactéries (Objectif X100)
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Tableau b: Résultats des Différents activités des isolats

Souche

Cellulase

M1

M2

M3

M4

P1

Pectinase ]

AlA
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P2

P3

P4
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