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Résumé

L’objectif de ce travail était d’isoler et de caractériser des isolats bactériens fixateurs
d’azote. L’isolement a été réalisé a partir des nodules de deux légumineuses sauvages Lotus
ornithopodioides et vicia stativa ssp segetalis, la purification et la caractérisation ont été
¢tablies sur la base d’observation macroscopique et microscopique ainsi que sur la

caractérisation de leur métabolisme par une seérie de tests biochimiques et physiologique.

Douze souches de bactéries appartenant a la bactérie symbiotique Rhizobium ont été
identifiées ; six étaient a croissance lente etcing a croissance rapide. Ces isolats présentant une
morphologie comparable a celle des Rhizobia connus, et une bonne résistance a la

température jusqu’a 45°C.

Malheureusement, trios isolats ont été obtenu aprés une grande série de contamination

environnementale accidentelle de nos boites.

Mots clés : Nodules, fixation symbiotique, Rhizobia, Lotus ornithopodioides, Vicia stativa

ssp segetalis.
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Abstract

The objective of this work was to isolate and characterize nitrogen-fixing bacterial isolates.
The isolation was carried out from the nodules of two wild legumes Lotus ornithopodioides
and Vicia stativa ssp segetalis, the purification and the characterization were established on
the basis of macroscopic and microscopic observation as well as on the characterization of
their metabolism by a series biochemical and physiological tests.

Twelve strains of bacteria belonging to the symbiotic bacterium Rhizobium have been
identified; six were slow growing and five fast growing. These isolates have morphology
comparable to that of known Rhizobia, and good resistance to temperature up to 45°C.

Unfortunately, three isolates were obtained after a large series of accidental environmental

contamination of our boxes.

Key words: Nodules, symbiotic attachment, Rhizobia, Lotus ornithopodioides, Vicia stativa

ssp segetalis.
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Introduction

L'azote est le principal facteur limitant de la production agricole alors que
I'atmosphére terrestre est constituée a 80% d'azote. Ce paradoxe est di au fait que l'azote
moléculaire (N2) est une molécule trés stable que seuls les organismes appartenant au
groupe des procaryotes peuvent réduire en formes assimilables. Les systemes de fixation les
plus efficaces sont les symbiotes qui combinent fixation d'azote et photosynthése, (Sebihi,
2008)

Les relations symbiotiques sont tres diverses, représentant pres de la moitié de la
fixation biologique de l'azote moléculaire sur terre, et les plus connues et les mieux
étudiées sont celles établies entre les bactéries du sol de type rhizobium et les Iégumineuses.
(Faria, et al. 1989). Cette symbiose se manifeste par la formation de nodosités racinaires,
organes spécialisés dans lesquelles 1’azote atmosphérique est réduit en ammoniaque suite a

I’infection par les Rhizobia. (Bergen et al., 2001)

En Algérie, les légumineuses jouent un réle tres important et constituent avec les
céréales I'épine dorsale du systeme alimentaire algérien. Il se caractérise par une grande

variété de legumineuses spontanees et cultivées (Bensalama, 2015).

Parmi les especes sauvages figurent celles du genre Vicia ou les vesces, dans les régions
céréalieres, sont d'une grande utilité car elles fournissent un excellent engrais vert en culture
dérobée. L'introduction de Vicia spp. Dans les rotations améliore la production des ressources
alimentaires et par la méme la capacité de charge des terres de maniére durable. Elle fixe
jusqu'a 200 kg d'azote dans le sol (Matic, 2005 ; Rochester et Peoples, 2005) ; améliore la
structure du sol et assure un meilleur contrdle des maladies et des parasites par rapport a la
monoculture de céréales, (Puckridge et French, 1983; Bahhady et al., 1997)

Le genre Lotus  est l'une des légumineuses fourragéres utilisées
en mélange avec des graminées pour la rénovation des prairies, de 15 a 20 cm de hauteur,
(anonyme2, 2022)

Les facteurs environnementaux tels que la température, ’humidité le pH, et la salinité
du sol peuvent avoir un effet négatif ou positif sur la symbiose Légumineuse- rhizobia.
( Zeribi, 2020)
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Introduction

Dans ce contexte notre travail aura pour objectifs d’isoler et d’étudier les caractéristiques
biochimiques, symbiotiques et physiologiques des bactéries a partir des nodules racinaires de
la 1égumineuse afin de rechercher des souches performantes fixatrice d’azote pour 1’utiliser
dans I’inoculum.

Lotus ornithopodioides, Vicia stativa ssp segetalis qui poussent spontanément dans la région
d’El- Hadayak-Skikda.

Cette étude est réalisée selon les étapes suivantes :
% Isolement des bactéries a partir des nodules,
¢+ Etude morphologigue et microscopique,
%+ Caractérisation biochimique et Physiologique des isolats comprenant une serie de

tests.
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1. Le cycle de I'azote :

L'atmosphere terrestre est composée a prés de 80% d’azote (N2). L'azote est un
élément important dans la constitution de nombreuses molécules organiques (les acides
aminés et protéines, en particulier, (Zahra,1999).

Les plantes ne peuvent pas assimiler I'azote moléculaire (atmosphérique), ce dernier
est assimilé par les racines sous forme de nitrates (NO3") ou, parfois, d'ions ammonium
(NH4"). Ces ions proviennent de la décomposition de la matiére organique azotée dans le sol,
(J.J. Drevon, 2004), le cycle d’azote se résume dans les étapes suivantes représentées dans la

figure 01.

Synthése de matiére
organique azotée
(protéines surtout) 1

Matiere organique
azotée animale
(protéines surtout)

o NH
décomposeursJ—P (ammogiac) ,/

i A / N03\
NH, \NITRATE
bactéries
nitrifiantes diiog

Figure 1 : Cycle de l'azote

1. Les plantes produisent de la matiere organigque azotée (acides aminés et autres
molécules organiques azotées) a partir des sucres fabriqués par photosynthése et
d’ions NOz3™ puisés dans le sol.

2. Les animaux utilisent la matiere organique azotée des plantes pour fabriquer leur
propre matiére organique azotée. Les protéines de la viande, par exemple, sont
produites a partir des acides aminés fabriqués par les plantes et mangeés, sous forme de

protéines végétales, par I’animal.
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3. Les décomposeurs du sol (bactéries, mycétes) transforment la matiere organique
azotée, Provenant des plantes ou des animaux morts en CO», H>Oet ammoniac (NH3).
Au contact de, ’eau, I’ammoniac se transforme en ions NH4™.

4. D’autres bactéries du sol, les bactéries nitrifiantes, transforment le NH4 en nitrate
(NO3") qui peut étre assimilé par les plantes. Certaines plantes peuvent assimiler 1’ion
NHs*seforme directement a partir d’ammoniac, (Anonymel, 2022).

1.1.  Lafixation biologique de I’azote :

Au méme degré que la photosynthése, la fixation biologique de I'azote est une activité
microbienne importante qui soutient la vie sur Terre. Environ 175 millions de tonnes d'azote
atmosphérique sont réintroduites dans le cycle de vie par la bio-fixation chaque année,
(Pierre. R,1996). La fixation biologique de I'azote (BNF) a été découverte par Beijerinck en
1901, (Beijerinck,1901) est réalisee par un groupe spécialisé de procaryotes. Ces organismes
utilisent la nitrogénase pour catalyser la conversion de l'azote atmosphérique (N2) en
ammoniac (NHs). Outre la croissance et la production végetale, I'azote est I'élement limitant
fondamental pour toutes les formes de vie sur Terre. C'est le composant principal de la
chlorophylle, le pigment le plus important nécessaire a la photosynthése, ainsi que des acides
amineés, le composant principal des protéines. Il est également présent dans d'autres
biomolécules importantes telles que I'ATP et les acides nucléiques. Bien qu'il soit I'un des
élements les plus abondants (principalement sous forme (N2) dans lI'atmospheére terrestre), les

plantes ne peuvent utiliser que la forme réduite de cet élément, (Stephen.C,2011).

Les organismes assimilateurs de N2 sont des eubactéries archées procaryotes, réparties
dans plus de 100 genres ; certains fixent I'azote en vivant a I'état libre, d'autres le font en

symbiose, (plemont,2005).
1.2.  La fixation symbiotique de I’azote atmosphérique :

Les bactéries symbiotiques introduites dans le cycle biologique fixent annuellement
120 millions de tonnes d'azote, soit plus du double de l'apport des bactéries libres, (Davet,
1996). De telles symbioses se réalisent naturellement. La plus connue est celle qui se
manifeste entre les légumineuses (luzerne, tréfle, lupin, pois, haricot, féverole, soja, etc.) et
une bactérie du sol, le rhizobium. Dans une relation symbiotique, la plante représente I'néte et
le partenaire bactérien représente le symbiote. La forme d'association symbiotique la plus
connue se traduit par la formation de structures multicellulaires hypertrophigques appelées

nodules sur les racines (ou parfois les tiges) de la plante héte, (Hopkins,2003).

v
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La plante fournit des conditions anaérobies et des nutriments aux bactéries, qui a leur
tour fixent les protéines végétales contenant de I'azote, Pour cela elle met a disposition des
bactéries une grande quantité d'ATP issu de la photosynthese, et elle maintient dans le nodule
un microenvironnement anoxique grace a ses molécules de leghémoglobine qui fixent I'02,
(Tortora et al.,2003 ; Anonyme2,2022).

2. La Rhizobia

2.1. Généralités sur les Rhizobia :

Les rhizobiums sont des bactéries du sol capable de former des nodules racinaires et
d'établir une relation symbiotique avec les racines ou les tiges des légumineuses.

Lors de la symbiose, les rhizobiums réduisent l'azote atmosphérique en une forme
(ammonium) directement utilisable par les plantes, (Berrada. H et Benrahim. K.,2014).

Les Rhizobia sont des bactéries non sporulant, aérobie, a gram négatif,chimio-organothrophe,
neutrophile (ph entre 6 et 7), mésophile (température optimale de la croissance est entre 25et
30°), apparaissent sous forme de batonnets réguliers de 1,2 a 3pm et de longueur, et de 0,5 a
0,9 de largeur, ce sont des bactéries mobiles par un mécanisme de mouvement qui se présente
par un flagelle polaire ou subpolaire ou bien par 2 a 6 flagelles périt riches, (sadowsky et
al.,1983 ; somasegaranet hoben.,1985).

Les especes de Rhizobia en culture ont besoin d'un milieu de culture qui renferme une
source de carbone et une source d'azote plus des sels minéraux, (Somasegaran et Hoben.,
1994).

En comparaison avec d'autres bactéries de sol, les rhizobiums et le Bradyrhizobiumont
une grande exigence pour le Cay*, Fe?* et Co?*, leurs besoins en vitamines sont trés variables,
le genre Bradyrhizobium est généralement stimulé par la biotine, alors que le Rhizobium a
besoin conjointement de thiamine et de pantothénate, (Werner,1992)

2.2.  Découverte du Rhizobia :

Premier isolement de bactéries fixatrices d'azote en culture pure était a la fin du XIXe
siecle, (Beijerinck,1888). L'année suivante, Cette bactérie est connue sous le nom de
Rhizobium légumineux, Ces bactéries induisent la formation de Nodules dans les
Iégumineuses. Ils ont un taux de croissance rapide ou lent, puis Reconnu comme « Rhizobia »

et regroupé en un genre : Rhizobium, (Frank,1889).

<
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2.3.  Classification et taxonomie du Rhizobia :

La premiere classification des Rhizobia a été basée sur les tests de 1’inoculation
croisée entre les Rhizobia et leurs plantes hote et sur d’autres critéres morphologiques et
culturales, (Willems, 2006 ; Berrada. H et Benrahim.K, 2014).

L’isolement des Rhizobia associés aux légumineuses non prises en compte auparavant, a
souvent conduit au bouleversement de leur taxonomie. Ces modifications constantes de la
taxonomie ont conduit a la recherche des criteres a prendre en compte pour la description de
nouveaux taxons, (Berrada. H et Benrahim. K, 2014).

2.4. Notion de phylogénie et caractéres génétiques des Rhizobia :

La comparaison des données obtenues sur les souches ou les especes bactériennes par
différentes approches moléculaires permet l'identification de groupes ou de taxons. Les
différents taxons obtenus peuvent étre compares et utilisés pour le tracage de lignées de
filiation reconnues communément sous le nom d'arbre phylogenétique, (Olsen et al., 1994 ;
Young et haukka, 1996 ; Terefe,2002).

Le genome du Rhizobium est intéressant, il peut y avoir trois types de réplicons pour
un chromosome de taille supeérieur a 4 Mb, un méga plasmide (1-2 Mb) et un plasmide de
taille inferieure a 1 Mb, selon les espéces, (Laranjo et al., 2002).

D’apres I’analyse des séquengages d’ADNr 16s tous les Rhizobia appartiennenta trois sous
classes phylogénétiques lesquelles : « ; Alpha, B ; Beta, y; gamma —Rhizobia, (Willems,
2006 ; Masson-Boivin et al., 2009 ; Berrada. H et Benrahim. K., 2014 ; Peix et al., 2015).

Les génes responsables de la nodulation (Nod) et de la fixation de I'azote (Fix, Nif)
dans les souches de Rhizobiumsont situés sur un simple réplicon symbiotique, des genes
codent pour des bactériocines et de la production des pigments sont aussi présents, (Werner,
1992 ; Pelmont, 1995 ;Patricia et al., 1998.

2.5.  Classification récente duRhizobia :
La combinaison d'études polyphasiques et phylogénétiques a permis de modifier

considérablement la taxonomie des Rhizobia ces dernieres années. (Tableau 1)

<
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Tableau 1 : la diversité des Rhizobia identifiés a partir de cette nouvelle approche en 2009

(NOE, 2009)
Sous —classe Alpha-Proteobacteria Beta- Proteobacteria Gamma-
Proteobacteria
Genre Rhizobium Burkholderia Pseudomonas

Mezorhizobium Cupriavidus

Ensifer

Baradyrhizobium

Phyllobacterium

Microvigra

Azorhizobium

Ocrhobacterium

Methylobacterium

Devosia

Shinella

Xanthomonas
Pseudomonas
\ /
Ralstonia \\ /

Cupriavidus (taiwanensis) _ \ \ T
~

Phyliobacterium

Bavceis Mesorhizobium (loti)

Agrobacterium

| L

Burkholderia (phymatum) ———

—

=
= Ochrobactrum
Brucella
Bordeteila
Barionelia

iyrhizobii j i BTAi1, ORS278)

Figure 2 : Arbre phylogénétique de séquences d'’ADNr 16s provenant d'a-, p-et y-

protéo-bactéries. (Masson B et al., 2009).




Chapitre 1 : Synthése Bibliographie

2.6.  Caractéres biotechnologiques du Rhizobia :

Rhizobium a une énorme importance agricole et économique car elle fournit a la plante
la source majeure de I’azote, outre que leur pouvoir promoteur de la croissance des plantes,
(Gopalakrishnan et al.,2015), qui s’incarne dans la production des phytohormones (auxine),
aussi bien que la solubilisation des formes insolubles de phosphate. Pour ce fait, la sélection
des souches de Rhizobium efficaces permet de mettre au profit de 'Homme les différents
traits bénéfiques des bactéries telles que leur utilisation comme inoculant, (Malusa et
Vassilev, 2014).

3. Legumineuse :
3.1. Genéralité

Les légumineuses ou les fabacées sont I’'une des familles les plus remarquables du
regne vegétal, (candolle, 1825), qui ont la capacité de fixer I’azote par relation de symbiose
avec les rhizobiums, (Zeribi, 2020 ; Selami, 2015).

La grande famille de Fabaceae doit son unité a son fruit, appelé gousse ou légume,
d’ou l’autre dénomination de légumineuses sous laquelle cette famille est plus connue,
(Kaliche et Djemoui,2014). Les légumineuses sont l'une des plus grandes familles de
plantes a fleurs et ont plus 19 400 espéces réparties en 730 genres, elles se trouvées en
milieux tempérés et tropicaux, (Wojciechowski et al., 2004). Les formes arborescentes
prédominent les pays chauds tandis que les formes herbacées caractérisent les régions
tempérées, (Guignard et Dupont, 2005 ; Michel et al. 2005). Ses racines et ses tiges ou se
trouvent les bactéries présentent des nodules qui fixent I'azote atmosphérique, (Murielle et
Daniel, 2004 ; caratini, 1984).

3.2.  La présence des légumineuses naturelles dans le bassin méditerrané :

Le bassin méditerranéen est le berceau d'une grande diversité d'espéces vegétales
d’intéréts fourragéres et/ou pastoraux. Les genres Trifolium, Medicago, Vicia, Astragalus,
Lathyrus, Ononis, Avena, Eragrostis, Hordeum, Dactilis, lotus..., (SAOUDI, 2008 ; Bekki
et al., 2006 ; Merabt et al., 2006). Leur endémisme est tres elevé, avec 976 especes réparties
dans 18 genres de léegumineuses fourragéres et/ou pastorales, 336 sont endémiques de la
région méditerranéenne, (Saoudi, 2008 ; A. Abdelguerfi et M. Abdelguerfi-Laouar).

En Algérie, I'endémisme est tres important chez les légumineuses et les graminées. En
raison de sa situation particuliére dans la région méditerranéenne, (Quézel et Santa,1962
;Bensalama,2015).

v
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3.3.  Taxonomie des légumineuses :
La famille des légumineuses est classée comme suit :

Régne :Plantae
Sous regne : Trachéobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsidia
Sous classe : Rosidae
Ordre : Fabales
Famille : Fabaceae
Sous famille : Papilionoideae ; Mimosoideae ; Caesalpinioideae.(Chaich et al., 2016)

En effet, En se basant sur la forme florale, cette famille est divisée en trois sous-
familles, deux sont monophyleétiques (Papilionoideae, Mimosoideae) et la
troisieme paraphylétique (Caesalpiniée), (Guignard et Dupont, 2005).

3.4.  Sous-famille Faboideae ou Papilionoideae :

C’est la plus grand sous famille avec 463 genres et 18000 espéces caracterisées par des
fleurs irrégulieres regroupent presque toutes les Iégumineuses économiquement importantes.
La majorité sont des herbes mais comprennent aussi des arbres et des arbustes, (Tiziri, 2012 ;
Saoudi, 2017 ; Zeribi, 2020).

Genus Representative
Caesabiniodeael Cassia Senna
Acacia Gum arabic
Mimosodeae
Lupinus Lupins
Aracho Cround mut
{ 2 Phaseolus Common bean
Papiionoide 3 p
apis ae = . Vigna Mungbean
| 2  Glycine Soybean
& Cajanue Pigocn poa
__{: :; Meliotus Sweet clover
| = Trifolium Clover
—_ Medicage Barrel mecic
—C ; Pisurm Garden pea
b vicia Broad bean
—t S Sesdbania Black locust
[: = Lotus Lotus japomicus

Figure 3 : Phylogénie-des-Légumineuses (d’apreés Doyl et al., 1998)
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3.5. Intéréts des légumineuses

Les légumineuses alimentaires tiennent une part trés importante des travaux accomplis
dans des domaines aussi que 1’agronomie, la génétique, 1’entomologie, la phytopathologie et
la physiologie.

% Intérét agronomique :

1- La fixation symbiotique de l'azote, qui leur permet de produire en abondance des
protéines végétales méme en l'absence de fertilisation azoté.

2- Dans le cadre d'une agriculture "durable préservation et enrichissement des sols en
azote (réduction des intrants).

3- Elles exercent une influence trés favorable sur la fertilité des sols grace a la symbiose
fixatrice d'azote avec les souches de Rhizobium.

4- Elles jouent par conséquent un réle primordial dans la rotation des cultures,

(Benselama, 2015).

% Intérét alimentaire :

Les légumineuses constituent un trésor pour notre alimentation. Ce sont des graines
ayant perdus leurs exces d’humidité grace a un séchage naturel. Ainsi, se trouve concentré le
réservoir énergétique de la plante. Le fruit de la légumineuse comporte une cosse qui la
protege, (Lecerf, 2016).

a) Lasecurité alimentaire, car elles constituent une source essentielle et peu
onéreuse de protéines d’origine végétale, de vitamines et de minéraux pour les
populations du monde entier, notamment les petits exploitants.

b) La santé, car leur consommation favorise la prévention et la gestion de
I’obésité, du diabéte et des maladies coronariennes.

c) L’adaptation au changement climatique, car leur grande diversité génétique
permet de sélectionner ou de créer des variétés résistantes aux phénomenes
climatiques, (COAG, 2016).
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4. L’espéce Lotus ornithopodioides :
4.1.Description de la plante :

C’est une plante annuelle de 10-40 cm, pubescente, dressée ou ascendante, ces
fleurs jaunes, assez petites, 2-5 sur des pédoncules dépassant peu la feuille, avec
stipules largement ovales-rhomboidales, dépassant Un peu le pétiole, ces folioles sont larges
et rhnomboidales en coin, (Anonyme, 2022).

4.2. Taxonomie de Lotus ornithopodioides :
Ordre : Fabales, (Bromhead, 1838).
Famille : Fabaceae, (Lindl, 1836)
Sous-Famille : Papilionidé, (DC., 1825)
Genre : Lotus (L., 1753).

Espece : Lotus ornithopodioides, (L., 1753).

Figure 4 et 5 : plante du Lotus ornithopodioides

4.3.Ecologie :
Les conditions écologiques:
1. Caractéristiques climatiques :

La plante de lotus ornithopodioides a besoin d'un éclairage relativement fort
et d'une chaleur élevée, mais quant a I'humidité et la continentalité, elle est proche de
la moyenne

2. Caractéristiques du sol :
e Elle possede une réaction de ph presque basique.
e Latexture est entre argile et rochers
e Lasalinité est non tolérante

e La matiere gréace est presque inexistante ou pauvre (Anonyme,2022).
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5. L’espéce Vicia Stativa ssp Segetalis :
5.1. Description de la plante :

Cette plante se rencontre sur les Tlaus et au bord des chemins ainsi que dans les friches.
Ses feuilles sont alternes, constituées de 3 a 8 paires de folioles de forme plus ou moins ovales
(rapport L/l < 10), tronquées sur le haut. Chaque feuille posséde une petite stipule portant

deux nectaires noirs assez caracteristiques. (Anonyme, 2022)

Figure6 : plante vicia stativa ssp segetalis, (anonyme,2022)

5.2. Taxonomie de vicia stativa ssp segetalis :
Famille : Fabaceae (Lindl., 1836).
Sous-Famille : Papilionoideae (DC., 1825).
Super-Tribu : Robinioids
Genre : Vicia (1753).

Espéce : Vicia sativa (L., 1753).

Sous-espéce : vicia stativa segetalis.
5.3.Ecologie :

1. Caractéristique climatique :

La plante vicia stativa ssp segetalis a besoin d'un éclairage relativement fort et d'une
chaleur élevée, leur humidité et moyenne (entre le sec et humide), leur température et
moins chaude, et leur continentalité marine.

2. Caractéristique du sol :

e Elle possede un ph basique
e Riche en nutriments

e Une texture argile



https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/129298/tab/taxo
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/129298/tab/taxo
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/129298/tab/taxo
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/129298/tab/taxo
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/129298
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e Une salinité non tolérante

e La matiere grace est presque inexistante ou pauvre. (Anonyme,2022).
6. Formation de symbiose/nodulation

La mise en place d'associations implique des mécanismes de reconnaissance

spécifiques qui initient un véritable dialogue en plusieurs étapes entre les bactéries et les
plantes hote.
La nodulation est considérée comme la premiére caractéristique de I'association symbiotique
se manifeste par ’apparition de nodules qui est strictement contrdlée par des mécanismes
d'autorégulation interne de la plante hote (Figueiredo et al, 2008 ; Lohar et al, 2009).
6.1. Les substances responsables de la nodulation

+ Flavonoides :

Les flavonoides produits par les plantes hotes ont longtemps été suspectés de jouer un
réle direct dans la formation des nodules. Les flavonoides sont des produits polyphénoliques
du métabolisme secondaire chez les plantes. Leur structure de base est un squelette a deux
cycles aromatiques A et B, séparés par un hétérocycle C (Hirsch, 1992). Chaque plante émet
un mélange de différents flavonoides dont des isoflavones spécifiques aux légumineuses
(Riah, 2014). En effet, I'énorme diversité des flavonoides constitue le premier signal de I'h6te
ou ils induisent le mécanisme de chimiotactisme chez les rhizobiums et déclenchent en eux
I'expression de génes qui régulent la nodulation, (Peters et Verma, 1990 : Dixon et al. 2002 :
Cooper, 2004), et interagit avec la protéine Nod en tant que sonde environnementale et
activateur transcriptionnel (Broughton et al., 2000). En plus a I'induction des génes Nod, les
flavonoides semblent avoir des rdles multiples pendant plusieurs étapes du développement du
nodule et de la plante (Terefework, 2002), et leur production limitée a la zone de

prolongation des poils racinaires a partir des nodules.




Chapitre 1 : Synthese Bibliographie

Légumineuse
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Figure 7 :Dialogue moléculaire entre les deux partenaires symbiotiques implique 1’action

Des facteurs Nod (Shultze et kondorosi,1998)

« Facteur Nod

Les facteurs Nod produits sont impliqués dans la reconnaissance de la plante héte ; ils
se lient a des récepteurs spécifiques situés sur I'épiderme racinaire puis déclenchent une
réponse infectante des racines en immobilisant les bactéries commensales (dédifférenciation
des cellules corticales a l'intérieur de la racine, annoncant la formation des nodules) produit de
la noduline, une protéine spécifiguement associée a l'attachement symbiotique, (Anne.S et
al.,2017).Facteur Nod sont des molécules lipochito-oligosaccharidiques(Terefework,2002),
Est constitué de 3 a 5 de résidus de N-acétyle-D- glucosamine, substitution d’une chaine acyle

sur glucosamine extrémités non réductrices, (Roche et al ,1991b).

La biosynthese et la sécrétion des facteurs nod sont ’expression des genes spécifique
de la nodulation ou Les genes nod ABCD codent pour la synthése du noyau lipo-
oligosacchride de tous les facteurs Nod, les génes hsn pour les diverses substitutions des

facteurs Nod. Le produit du gens Nod C, N’acétyle glucosamyl -transférase permet
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I’élongation de la chaine. Le géne Nod B code une N-deacétylase responsable du clivage du
résidu N’acétyle de la glucosamine terminale non réductrice, le produit du géne Nod, & permet

ajouter la chaine d’acide gras, (Spaink,2000 ; DHaez et Holsters, 2007).

6.2. Le processus de nodulation
1. Echange de signal d’infection :

Le processus de nodulation commence par un échange de signaux entre la plante hote
et les bactéries. En présence des racines de I’héte, la multiplication  bactérienne et la
colonisation de la rhizosphére sont augmentées. L'attraction des bactéries vers les racines des
plantes hotes semblait initialement impliquer un chimiotactisme positif. Dans des conditions
limitant I'azote, les exsudats des racines de la plante contiennent une variété des substances,
principalement des flavonoides, qui activent la transcription du gene Nod chez Rhizobia,
(Iskounen, 2012).

2. Infection :

Les bactéries se fixent aux racines par I’intermédiaire de la rhicadhesine ainsi que
d'autres protéines spécifiques situées a la surface des cellules, (Dardanelli et al., 2003 ;
Perry et al., 2004). Le facteur Nod émis par les rhizobiums induit une dépolarisation de la
membrane plasmique accompagnée d'oscillations du flux de Ca?*. Cette étape va ensuite
induire I'expression de génes spécifiques, (Pelmont, 1995 ; Gage, 2004) et modifier la
croissance des poils absorbants racinaires polaires pour former des structures dites « en
courbure de berger » qui entourent les rhizobiums, (Esseling et al., 2003).

3. Développement du nodule et la maturation des bacteroides :

La derniére étape de la formation des nodules implique la libération de rhizobiums des
cordons infectieux a I’intérieurdes cellules corticales, suivie d'une division et d'une
différenciation des rhizobiums en cellules fixatrices d'azote, en appelées bacteroides. La
plupart des populations bactériennes sont transformées en bacteroides ramifiés, sphériques ou
en forme de batonnets. Une membrane peri-bacteroidienne enveloppe ces bacteroides. Il
protege les plantes des effets potentiellement pathogénes de I'ammoniac produit et des
bactéries, tout en_maintenant un gradient d'azote, d'oxygene et de nutriments nécessaires a la
fixation de l'azote, (Aouadj et Saidi Siel, 2015).

<
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Figure8 : Ramification du cordon d'infection (Selami ,2017).

7. Facteurs influengant la fixation d’Azote :
7.1.Ph dusol :

Le Ph extréme affecte les deux partenaires (Rhizobiums et légumineuses). Cependant,
selon Fitouri (2011), la majorité des légumineuses nécessitent un Ph neutre ou légérement
acide pour établir une relation symbiotique efficace.

La solubilité des éléments minéraux et la perturbation de la nutrition minérale sont dues a la
forte acidité du sol, qui affecte la croissance des plantes hotes d’une part et 'efficacité des
Rhizobiums d’autre part, entrainant une diminution des nceuds (Munns, 1977).

7.2.Stress salin :

La salinité¢ affecte le processus d’infection, le développement et la fonction des
nodules. En premiere lieu I’activité des nodules est plus sensible au stress salin que la
nodulation, (Payakapong ,2006 ; Rae et al.,2002). Selon ces auteurs La réduction de
I’activité de fixation d’azote consiste a :

- Une réduction de la respiration.
- Une déformation de la structure du nodule.

- Une réduction de ’activité photosynthétique.
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7.3.Stress hydrique :

Le stress hydrique est toujours présent lorsque le taux de transpiration d’une plate
dépasse le taux d’absorption d’eau. La fixation symbiotique de 1’azote atmosphérique par les
légumineuses est trés sensible au manque d’eau, (Zaharan, 1999).

Le stress hydrique affecte la fixation de I’azote a différents niveaux :

-La formation et la croissance nodulaire

-Le métabolisme du carbone et d’azote

-L’activité de la nitrogénase et la perméabilité nodulaire a I’oxygéne, (Aguirreolea et
Sanchez-dgaz, 1989 ; Sadowsky,2005).

7.4. Stress thermique :

Des températures trop fortes aux niveaux de la rhizosphére affectent 1’infection des
racines par les bactéries et la fixation symbiotique de 1’azote chez plusieurs légumineuses.
Certains travaux ont montré que les temperatures élevées retardent la nodulation et réduisent
’activité de la nitrogénase et la fixation symbiotique, (Zahran, 1999).

7.5. Métaux lourds :

Les métaux lourds affectent négativement les micro-organismes en affectant leur
croissance, leur morphologie et leur activité. Par conséquent, ils réduisent la taille des
populations de rhizobiums et affectent de maniere irréversible leur croissance et leurs

performance symbiotigue, (Gusmao-Lima, 2005 ; Koomen et al.,1990).

-
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I. Isolement des bactéries a partir des nodules :

1. Description du site d’accueil :

Notre étude a été réalisé au niveau du laboratoire de la microbiologie du Hall
technologique, université 20 aout 1955, (figure 9), (latitude 36,8490887°) et (longitude6,
8898355°), Pendant une période de 2mois, du 15 /03/2022 jusqu’au 15 /05/2022.

Les taches effectuées sont les suivants :

» Conservation des nodules apres la collecte,

> Préparation des milieux des cultures,

> lIsolement et caractérisation phénotypique (culturaux, microscopique,
biochimique et physiologique).

: o
‘ _Unlversiteg.:’\.
20/A0Utgs

1955(Skikdal#

Figure 9 : Carte géographique du site de prélevement des plantes sauvages (Google Earth,
2022)
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2. Site d’échantillonnage :

Deux plantes sauvages spontanées (Lotus ornithopodioides L.vicia stativa ssp
segetalis) ont été récoltées au niveau jardin botanique du Service Commun de Recherche pole

de Vulgarisation Botanique de 1’université 20 aout 1955, Skikda.

Figure 20: Site d'échantillonnage

3. Matériel Biologique :

Les Nodules des deux especes sauvages Lotus ornithopodioides L.,vicia stativa ssp

segetalis afin d’isoler des souches microbiennes de Rhizobium.

4. Méthodes :

4.1. La collecte des Nodules :

Nous avons récolté les plantes durant la période s’étalant de mars a Awril,

La période de la récolte est un critére important car doit coincider avec la maturation
des nodules et bonne activité bactérienne afin de mettre I’isolement d’une variété des
souches efficaces.

La collecte a été effectuée selon les techniques recommandées par (Vincent,1970 ;
Somasegaran et Hoben,1994). Il s'agit de creuser environ 15 cm autour de la plante et 20
cm sous terre pour extraire la plante et son systéme racinaire.

Manuellement, on a débarrassé la terre au niveau des racines sans abimer les nodules, les

plantes sont acheminées au laboratoire dans des sacs plastiques.

X
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Au laboratoire, les parties aériennes sont retirées, et les racines sont Rincer délicatement
sous un courant d’eau des restes des terres, puis sécher au papier absorbant. (Figure 10 et 11)
Les nodules sont coupés a 2 mm du site de fixation avec un ciseau, sechés avec du papier

absorbant et stockés, (Benselama, 2015).

Figure 11 : photo de vicia stativa ssp segatli s; A : feuilles : Racines

Figure 12 : photo de lotus ornithopodides ; A : feuilles, B : Racines.
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4.2. Conservation des nodules par déshydratation :

Le jour méme du prélevement, conserver les nodules par deshydratation dans des
flacons en verre contenant du CaCl,. Remplissez Le flacon en verre aux deux tiers avec du
chlorure de calcium et une couche de coton sur laquelle reposent les nodules (figure 13).
Chaque flacon doit étre étiqueté avec les informations suivantes :

Nom de la plante hote
Date de conservation
Lieu de prélévement.

YV V V V

Ainsi conditionnés, les nodules peuvent étre conservés pendant plus d’un an au
réfrigérateur a +4°C s Les nodosités d’une méme plante doivent étre mises dans un

méme flacon.

Nodule

Figure 13 : conversion des nodules (Lotus ornithopodioides, Vicia segetalis) par
déshydratation

19




Chapitre 2 : Matériel et Méthodes

5. Sterilisation des nodules :

La technique classique d’isolement des souches de Rhizobium décrite par (Cleyet
-Marel,1989) a été adoptée. Les nodules roses (la pigmentation rose révele la présence de la
léghémoglobine), récupérés a partir des racines de Lotus ornithopodioides et vicia stativa ssp
segetalis sont stérilisés superficiellement par immersion dans I’éthanol a 95° durant 30
secondes, puis dans une solution de chlorure mercurique HgCl> a 0,1 % ou I’eau javel
Pendant deux minutes pour éliminer le plus de bactéries possibles de la rhizosphére. Ensuite
sont rincés 10 fois a ’eau distillée stérile, (figure 14) (Sobti,2013).

Toutes les manipulations microbiologiques sont effectuées dans des conditions stériles c'est-a-

dire autour de la flamme du bec bunsen.

Figure 14 : Stérilisation des Nodules
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6. Test de stérilisation :

Prendre le nodule stérile et I'ensemencer en le faisant passer sur le milieu YMA+Rouge
Congo, puis l'incuber a 30°C pendant 24 heures, et cela pour de mettre a vérifier I’efficacité
de la stérilisation, afin d’éliminons rapidement les souches contaminées al’issa d’un nodule
non stérilisé.

7. Isolement des bacteéries selon les méthodes des nodules écrasés :

Dans notre étude on a utiliser deux méthodes :

1. Lapremiére méthode

L'isolement est réalisé selon la méthode préconisée par Vincent, (1970).

Les nodules stériles sont écrasés individuellement dans une goutte ou deux d'eau distillée
stérile dans une boite de Pétri stérile avec une pince flambée.

2. Ladeuxiéme méthode

Les nodules sont réhydratés avec de I'eau distillée stérile dans des tubes Eppendorf. Apres
avoir élimine I'eau, les nodules sont stérilisés par immersion dans 1’éthanol pendant 3 min.

Ensuite, ils sont rincés 10 fois avec de I'eau distillée stérile pour éliminer toute trace. Les

nodules sont ensuite écrasés dans les tubes Eppendorf stériles (dans deux gouttes d'eau
sterile).
Le broyat obtenu a partir de ces deux méthodes est ensemencé a l'aide d'une Anse sur des
boites de Pétri contenant le milieu YMA+ Rouge Congo, I'ensemencement est realisé selon la
technique des quatre quadrants et avec flambage d'anse de platine de maniere a avoir des
colonies bien isolées, (Figure 15). Les boit sont incubées a 30°C pendant 24 a 48 heures,
(Nouar, M et Riab K, 2014).
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7y &
G

Figure 15 : isolement par la méthode des quatre quadrants, (Vincent, 1970)

@0

I1. Isolement et caractérisation phénotypique des isolats :

1. Milieux de culture principale :

Plusieurs milieux sont utilisés pour cette premiere étape de la partie expérimentale,
dont la composition est exprimee en gramme par litre d’eau distillée.
Les milieux de culture doivent contenir la source d’énergie et source de carbone nécessaire a
la croissance des bacteéries ; pour cette raison on doit utiliser :
- Milieu liquide :
YMB (Yeast Manitol Broth) : bouillon de culture liquide ne contient pas d'agar-agar, qui
possédent la méme fonction de 'YMA, Utilisé pour préparer les suspensions bactériennes.
(Annex)
- Milieux solides :
YMA : Un milieu de culture solide, utilisé pour isoler et conserver les souches de bactéries
fixatrices d’azote dans les nodules, et ainsi de mettre en évidence la morphologie et les
caractéristiques des Colonies (couleur, texture, etc...), (Annex) L’apparition des colonies
blanchatres ou transparentes sur la surface de gélose (Vincent ,1970).
YMA + RC (Yeast Manitol Agar + Rouge Congo) : Mettre en évidence la morphologie et
les caractéristiques des colonies (couleur, texture, etc...) ainsi que de vérifier la pureté des
souches isolées, est aussi pour éviter toute contaminations par les bactéries (Actinomyceétes,

Agrobacter...), selon le degré d’absorbation du colorant. (Annex)
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I.  Les colonies qui absorbent fortement le colorant sont des bactéries contaminants.
I1.  Les colonies qui absorbent peu ou faiblement le colorant sont des bactéries suspectées

des Rhizobia (Somas-garan et Hoben ,1985).

YMA + BTB (Yeast Manitol Agar + Bromothymol Bleu), mettre en évidence la capacité
des isolats & acidifier ou alcaliniser le milieu YMA. (Annex)

- La coloration jaune indique une acidification du milieu.

- La coloration bleuétre indique une alcalinisation du milieu (Somasegaran et Hoben, 1985).

YMA+ CaCos (Yeast Mannitol Agar + Carbonate de Calcium) :un milieu de conservation

des isolats (Vincent, 1970).

Tous les milieux de culture solides sont a base d’YMA, avec lesquels des boites de pétrie sont
Remplie jusqu’au trois quarts de la boite. Ainsi, I’ensemencement est réalisé sur les différents
milieux solides utilisés (a I’exception le milieu de conservation), durée de 1’incubation 24h a
15jrs a 30°C. (Annex)

2. Purification des isolats

Aprés identification des isolats selon les caractéres morphologiques par culture sur les
différents milieux (Vincent, 1970 ; Somasegaran et Hoben, 1994), des repiquages réguliers
jusqu’a I’obtention des isolats homogenes sont nécessaire pour leur purification. La méthode
consiste a ensemencer des tubes contenant 1’YMB, puis les tubes sont vortexet incuber a 30°C
pendant 24h. Le bouillant étant trouble, I’ensemencement se fait sur le milieu YMA+RC. Des
examens microscopiques (coloration de Gram + coloration de vert de malachite) et
morphologiques sont enfin réalisés.

a. Examen microscopique :
2.3.1 Examen direct a I’état frais :

Afin déterminer la mobilité, la morphologie et le mode de regroupement.

Cette méthode rapide consiste a observer entre lame et lamelle une suspension bactérienne
sans fixation préalable par la chaleur ou I’alcool a I’objectifx40, (Denis et al.,2011). Il permet
I’observation des bactéries vivantes et la détermination de leur morphologie, leur mode de
regroupement et leur mobilité éventuelle (Delarras,2010).

2.3.2 Examen direct apres coloration de gram :

Dans notre étude, nous avons réalisé la coloration de Gram. Cette technique est 1’une
des méthodes de coloration les plus utilisées, car elle permet de diviser les bactéries en deux
groupe Gram positif et Gram négatif, (Tortora., 2003).

Les bactéries a Gram positif sont colorées en violet et les bactéries a Gram négatif en rose
(Denis et al.,2011).
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- Un frottis fixé a la chaleur :
Recouvrir la lame par un colorant basique le violet de Gentiane : 1min
- Rincer a I’eau courante.
- Chasser le violet avec le Lugol : 1 min
- Laver a I’alcool-acétone et le surplus de la solution décolorante est chassé par un lavage a
I’cau courante.
- Recouvrir le frottis par la Fushine : 1 minute.
- Laver a nouveau avec de I’eau, puis égoutter la lame sur du papier absorbant.
- Observer au microscope a 1’objectifx100 a immersion.
i. Examen directe apres coloration au vert de malachite a froid :
C’est un test de sporulation, il permet de différencier les endospores et les cellules
vegeétatives, Les cellules vegétatives apparaissent colorées en rouge, les sports en vert dans
leurs sporanges rouges et les sports libres en vert,(Delarras,2010) (Technique modifié).

Protocole de la coloration :

Faire un frottis et le fixer par la chaleur.
- Recouvrir de frottis de vert de malachite : 20min.
- Rincer le vert de malachite a I’eau distillée.
- Contre-colorer a laFushine : 10 secondes.
- Rincer a I’eau distillée puis sécher la coloration.
- Observer a I’'immersion objectifx100.
b. Caractéres culturaux des isolats
i. Croissance sur le milieu YMA

Une boite pétrie est ensemencée sur le milieu YMA les caractéristiques
morphologiques sont examinées a partir 48h jusqu’a 7jours, (Vincent ,1970).
Les critéres principaux retenus sont : la taille des colonies, la forme, la couleur, I’opacité, la
surface, le contour, la consistance.

ii. Absorption du rouge Congo :

Ce test consistait a cultiver des isolats et des souches témoins dans du milieux YMA + de
rouge Congo et incuber a 30°C pendant 24heures.Le rouge Congo est mal absorbé par les
colonies typiques de rhizobiums par rapport aux contaminants inefficaces ou aux souches

occupant les nodules,(Jordan 1984 ; Somasgaran et Hoben,1994).
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iii. Test du bleu de Bromothymol BTB (vitesse de croissance)

Les Rhizobia, présentent deux types de croissance : les bactéries a croissance lente
(genre Bradyrhizobium) et les bactéries a croissance rapide (genres Rhizobium,
Mesorhizobium, Sinorhizobium...) (Jordan, 1984 ; Pagano, 2008). Pour cela nos isolats
sont cultivés sur le milieu YMA + bleu de Bromothymol (BTB). Les bactéries a croissance
lente montrent une réaction alcaline dans ce milieu qui fait virer sa couleur vers le bleu, alors
que les bactéries a croissance rapide effectuent une réaction acide qui change la couleur verte
du milieu en jaune (Somasegaran et Hoben,1994).

iv. Conservation des souches :

Les souches pures sont conservées sur des biotes et des tubes en gélose inclinée
contenant des milieux YMA additionné de CACOs (3 g/L), (Figure 15) comme neutralisant
d’acide (Vincent, 1970). Apres incubation, les souches ont été conservées au réfrigérateur a

4°C pour déterminer leur caractérisation.

Figure 15 : Ensemencement sur des tubes contenant le milieu YMA+CaCos(3g/l) incline.
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3. Caractérisation phénotypique des isolats
Mesure de la vitesse de la croissance

La vitesse de croissance des Rhizobia ont été étudiés en cultivant sur le milieu YMA
additionné de bleu de Bromothymol. Sur ce milieu, la souche provoque une acidification et la
couleur vire au jaune. Le temps nécessaire a cette réaction colorimétrique différencie la
croissance bactérienne rapide, le ph change aprés 24 heures d’incubation, par exemple
(Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium...) ; et des bactéries & croissance lente dont

’acidification peut atteint 4-5 jours, comme dans le genre Bradyrhizobium.

4. Caractérisation biochimique des isolats
Les caracteres biochimiques retenus et testés dans cette eétude sont au nombre de 3

tests. Malheureusement, en raison de la pandémie de Corona et le manque de produits et

des tests, nous n’avons pas réalisé que les trois tests suivants: la 3-cétolactose, la

fermentation du mannitol, la catalase.
4.1.Distinction entre Rhizobium et Agrobacterium (Test du 3-cétolactose) :

Ce test permet de distinguer les colonies de Rhizobia et d’Agrobacterium dont seul ce

dernier produit I’enzyme, une 3-cétoglucosidase, sur les milieux successifs suivants :
Milieu 1 : Gélose Nutritif Alcalin (GNA)

- Extrait de levure 10g

- Glucose 20g

- Carbonate de calcium 20g

- Agar 18g

- Eau distillée 1000 ml
Apres 4jrs d’incubation a 30° une anse de ce milieu est repiquée sur milieu solide contenant :
Milieu 2: Lactosé

- Lactose 10g

- Extrait de levure 19

- Agar 18g

- Eau distillée 1000 ml

Les boites sont incubées 4jrs a 30°C, apres incubation inonder les boites avec une couche
de la réactif Benedict.
La présence de cet enzyme se manifeste apres environ 20 min par la formation d’un halo
jaune de Cu,O de 2 a 3 cm de diamétre autour des colonies sur un fond bleu du réactif de

Benedict.
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4.2.La recherche de catalase

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogene

(H202) selon la réaction :

H.0, —»H,0+1/2 0,

Le test consiste a mettre des bactéries en quantité suffisante en contact de peroxyde
d’hydrogene (H20.),( Delarras, 2014).

4.3. Fermentation du mannitol (test de mobilité) :

L'utilisation du mannitol par la bactérie se traduit par le virage du (rouge de phénol) au
jaune (production d'acide). La mobilité est interprétée par la croissance au niveau de toute la
gélose molle et ont conclu que la bactérie est mobile ; la croissance autour de la piqure
centrale révéle que la bactérie est immobile.

A P’aide d’une pipette pasteur stérile
1-Prélever a partir de la suspension bactérienne de 24 heures.

2- Faire une piqure centrale dans un tube de milieu Mannitol mobilité. (Figure 16)
3- Incuber pendant 24 heures a 30°C puis observer.
Ce milieu permet de voir le métabolisme énergetique des bactéries (recherche de nitrate

réductase) et 1’é¢tude de la mobilité,(Cassagne, 1996).

Mannitol- Mannitol -
Mobilité -1 Mobilité +1

S ﬂ P

Incubation

Mannitol+ Mannitol+
el Mobilité -1 Mobilité +1]
Culture fralicho sure [ v —_ _
miou VA oot P ™

Figure 16 : technigue de la mise en évidence de la fermentation du mannitol.
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5. Caractéres physiologiques (Températures) :

Malheureusement, pour les mémes raisons qui nous ont limité pour les tests biochimiques
nous n’avons pu réaliser que ce test parmi les tests physiologiques

Afin d’estimer les températures optimales et maximales de croissance, les souches sont
Ensemencées sur le milieu YMA (Annexe 1) par la méthode des stries simples et incubées a
différentes températures : 4°C, 27°C, 30°C, 37°C, 40°C et 45°C.

Les souches sont incubées pendant 24 a 48 heures (pour toutes les souches).
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Nous avons entrepris dans ce travail, I’isolement et la caractérisation des souches de
rhizobium a partir des espéces sauvages Vicia stativa ss psegetalis et Lotus ornithopodioides,
dans un but ultimatum des recherches de souches performantes pouvant étre des candidates a
I’¢laboration d’inoculum.

1. Caractérisation des nodules collecte :
Les nodules récoltés ont présenté des tailles, des formes et des couleurs déférents,

1.1 Chez vicia stativa ssp segetalis :

Cette espece a été caractérisée par un taux de nodulation important atteignant 30
nodules /plante, présents en amas et bilobés. Les nodules présentaient des tailles variées entre
grands et petits, dont la forme était allongée pour certains et sphérique pour les autres. Nous
avons remarqué une couleur rose pour les nodules collectés, a I’exception de certains récoltés
en mois d’Avril, qui présentaient une coloration verte.

1.2 Chez Lotus ornithopodioides :

Cette espece présente un faible taux de nodulation (5 nodules/plante), en comparaison
avec la premiéere. Elle est aussi caractérisée par des nodules sphériques de petite taille, de
couleur rose.

Cette variation serait due a la difféerence entre les espéces rhizobiennes ayant nodulé ces
Iégumineuses et a ’origine des sols de provenance des plantes.

Un trait fondamental de 1’association Rhizobium-légumineuses est la spécificité de
cette relation. En effet, une légumineuse ne peut étre nodulée que par un certain nombre
d’espéces de Rhizobium. Au méme titre, une espéce de rhizobium ne peut établir une relation
symbiotique efficace qu’avec un spectre limité d’espéces végétales (Tilak et al.,2005).

De cette spécificité et des mécanismes de nodulation, il en résulte que le nombre de
nodules est régulée par la plante, afin de maintenir un équilibre entre bénéfice (fixation
symbiotiqued’azote) /coit (ressources en carbone). Ainsi, des nodules en formation sur des
racines en développement peuvent étre bloqués(Stacey et al.,2006). Cela peut expliquer
I’observation de petits nodules de taille différente de celles des nodules fonctionnels chez V.

stativa ssp segetalis.

=
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La couleur rose des nodules signifier la présence de léghémoglobine indicatrice de
symbiose active, Ce pigment assure la diffusion de I’oxygéne moléculaire sous une faible
pression pour protéger la nitrogénase (enzyme qui assure la réduction de 1’azote N2 en
ammoniac NHs.La couleur verte signifie que les nodules sont agés. La sénescence
S’accompagne d’une baisse de la fixation de I’azote, (Chabbi, 2010). D’ou notre observation
de nodules verts chez I’espéce V.stativa ssp segetalis récoltée en mois d’ Avril.

2. Test de stérilisation :

Ce test permet de vérifier I’efficacité de la technique utilisée pour la stérilisation des
nodules, et ceci se manifestera par I’absence de croissance des bactéries sur le milieu
YMA+RC. Nos résultats montrent que pour 1’espéce L.ornithopodioides, le protocole de
stérilisation était efficace, car peu de nodules été contaminés.

Contrairement, pour ’espéce V. stativale grand nombre de nodules contaminer serait soit due
a des erreurs de manipulations, soit a un temps de stérilisation insuffisant. En effet, les
nodules de cette espéce sont plus grands, et pourront nécessiter un temps supplémentaire dans

I’alcool ou I’eau de javel.

Figure 18 : Test de stérilisation des nodules de I’espéce lotus et vicia

E
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3. Croissance des non Rizobia sur le milieu YMA+RC
Les résultats détaillés pour chaque isolat ont représenté dans le tableau (2). Quatre souches se
sont révélées des non Rhizobia (L7, V6, V8 et V5), du fait de leur forte absorbance du rouge
Congo, dont trois extraites de Vicia et une extraite de I’espécelLotus
Tableau (2) : Caractéristique macroscopique des isolats non Rhizobia sur le milieu
YMA+RC.

Isolats YMA+RC

L7 Rouge (forte absorption) aprés24hd’incubation
V5 Rouge (forte absorption) aprés24hd’incubation
V6 Rouge (forte absorption) aprés24hd’incubation
V8 Rouge (forte absorption) aprés24hd’incubation

Figurel9: Aspect macroscopique des isolats non Rhizobium sur le milieu (YMA+RC).

E
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Tableau (3) : Aspect microscopique des isolats non Rhizobium

Isolats Mobilité Forme Mode de Coloration | Vert de
regroupement | de gram malachite
L7 - Bacille long En amas G- Non sporulé
V5 - Bacille isolé G- Non sporulé
V6 - Filament Chainette G- Non sporulé
V8 - Bacille isolé G- sporulé
longue

G- : Gram négatif.
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V6 (aprées
coloration de Gram)

Figure20:Observation microscopique des isolats non Rhizobia apreés colorationde Gram
objectifx100

Des bactéries endophytes dans les racines, les tiges et nodule racinaire de Melilotus
dentatus et autres légumineuses, ont été signalés (Mahdhi et al., 2007 ; Stajakovic et al.,
2009). Ainsi des bactéries endophytes non rhizobium ont été isolées a partir de nodules
racinaire stériles de L. ornithopodiodes, étaient des souche Gram négatif identifiées comme
Bacillus megaterium ; Brevibacitulus choshinensis ; Micobacterium trichothecenolyticum
(Stajkovié et al., 2009).Cependant, la co-inoculation de toutes les souches non rhizobiennes
avec Ensifer (Sinorhizobiummeliloti) influence positivement le nombre de nodule chez la
luzerne. (Elvera-Recuencoetal., 2000; Baietal.,2002; Benhizia et al., 2004 et Muresu et al.,
2008). A travers ces résultats nous pouvons admettre que les 4 isolats sont des non Rhizobia
endophytes des nodules des espéces de L. ornithopodiodes et V.stativa.
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4. Croissance des Rizobia sur le milieu YMA+RC
Les résultats détaillés pour chaque isolat sont représentés dans le tableau (4). Six isolats
extraient de I’espéce L. ornithopodioideset deux de 1’espéce V.stativa. La faible absorption du
rouge Congo de ces isolats (figure23), concorde avec les résultats de 1’absorption du rouge
Congo chez les souches étudiées par El Hilali(2006). Sont immobiles, Gram- et non sporulés.
Donc les 12 isolats de départ sont probablement considérés comme des Rhizobia, (tableau 5).

Les résultats détaillés pour chaque isolats ont représentés dans les tableau (4 et 5)

Tableau (4) : Caractérisation macroscopique des Rhizobia sur le milieuYMA+RC

Isolats YMA+RC
L2 Rosatre (légére absorption)
L3 Rosatre (lIégéere absorption)
L4 Rosatre (légére absorption)
L5 Rosatre (légéere absorption)
L6 Rosatre (légére absorption)
L8 Rosatre (légére absorption)
V9 Rosatre (légére absorption)
V10 Rosatre (légére absorption)

L : Extrait a partir des nodules de Lotus. V : Extrait a partir des nodules de Vicia.

.
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Figure2l : Aspect macroscopique des Rhizobia sur le milieu (YMA+RC).
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Tableau (5) : Aspects microscopique des Rhizobia

Isolats Mobilité | Forme Mode de Coloration de | Vert de
regroupement Gram malachite

L2 - Bacille tres Isolé G- Non
courte sporulé

L3 - Bacille courte Isolé G- Non
sporulé

L4 - Bacille courte Isolé G- Non
sporulé

L5 - Bacille tres Isolé G- Non
courte sporulé

L6 - Bacille tres Isolé G- Non
courte sporule

L8 - Bacille trés Isolé G- Non
courte sporulé

L9 - Bacille courte Isolé G- Non
sporulé

L10 - Bacille courte Isolé G- Non
sporulé

V5 - Bacille trés Isolé G- Non
courte sporulé

V9 - Bacille courte Isolé G- Non
sporulé

V10 - Bacille tres Isolé G- Non
courte sporulé

Figure22 : Observation microscopique des Rhizobia apres coloration de Gram objectif x100
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5. Caracteres morphologiques et culturaux :
5.1.Caractérisation cultural sur milieu YMA :

Apres une série de stérilisation sur les différents milieux de cultures et de repiquage, 3 isolats
ont été obtenu. Ce petit nombre de souche isolée est expliqué par une grande série de
contamination environnementale accidentelle de nos boites, en raison de la manipulation de
souche de moisissures et leur incubation dans la méme étuve, que nos échantillons.

Pour I’espéce V.stativa, un seul isolat est obtenu puisque déja la majorité des nodules étaient

contaminés et de ce fait exclus.

Les 3 isolats qui sont suspectés comme des bactéries rhizobium sont repiqués sur milieu YMA.
L’observation macroscopique des isolats étudiés sur le milieu YMA a révélé la présence des
caractéristiques morphologiques différentes (Diametre de colonie, forme, Surface, Relief
Opacité, Consistance et Couleur), les résultats dans (le tableau 6).

Au bout de 24 a 48 heures, une croissance trés importante est détectable sur milieu YMA.
Les colonies sont d’une couleur blanchatre ou transparente, d’un diamétre qui varie entre 2 et 4
mm, sous forme ronde avec un contour régulier, une surface bombé ou semi bombée et lisse.

Elles sont translucides, visqueuses et brillantes, avec une texture homogéne.

Figure 23 : la croissance sur le milieu YMA
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Tableau 6 : présentation du résultat des caractéres morphologiques sur le milieu YMA :

Isolats | Diameétre | Forme | Surface | Relief | Contour | Opacité | Consistance | Couleur
de
colonie
V10 3mm Ronde | Lisse, D.B Régulier | Trans.P | mug Transp
Semi-
Bombé
L2 4mm Ronde | Lisse D.B Régulier | Trans.P | muq Blanc
Bombé
LS 3mm Ronde | Lisse D.B Régulier | Trans.P | muq Blanc
Bombé

5.2. La vitesse de croissance (Test du BTB) :

Les résultats de ces tests sont représentés dans le (tableau?).

Tableau (7) : Test d’acidification ou alcalinisation (BTB) ;(vitesse de croissance).

Souches Acidification ou Vitesse décroissance

Alcalinisation du

(YMA+BTB)
L2 Acidification Croissance rapide
L3 Alcalinisation Croissance lent
L5 Acidification Croissance rapide
L6 Alcalinisation Croissance lent
L8 Acidification Croissance rapide
L9 Alcalinisation Croissance lent
L10 Alcalinisation Croissance lent
V5 Alcalinisation Croissance lent
V6 Acidification Croissance rapide
V9 Acidification Croissance rapide
V10 Alcalinisation Croissance lent

*
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Figure 24 : Test de BTB de quelques isolats

Pour ce qui est du test d’acidification ou d’alcalinisation des milieux de culture ; les

isolats testés sont acidifiants (5 isolats) ou alcalifiantes (6 isolats) le milieu YMA+BTB

(Figure24).

Il a noter que les Rhizobia a croissance rapide sont généralement acidifiantes et appartiennent
au genre Rhizobium, Mesorhisobium, alors que les Rhizobium a la croissance lente
alcalinisent le milieu de culture et appartiennent au genre Bradyrhizobium (Somasegaran et
Hoben ,1985 ; Jordan ,1984). Ce résultat résume I’appartenance des souches du deuxi¢me
groupe aux Bradyrhizobium et celles du premier groupe aux autres genres (Rhizobium,

Mesorhisobium).
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6. Caractéres biochimique des souches :

6.1. Distinction entre Rhizobium et Agrobacterium

Apres addition du réactif de Benedict, aucun halo n’est formé autour des souches et ces derniéres
restent toujours blanchatre, ceci signifie que tous les isolats ne produisent pas la 3-cétglicosidase
et don cn’oxydent pas le C3 duglycosylde ssaccharides. Par conséquent, on peut conclure

qu’aucune des souches isolées ne correspond a Agrobacterium

Figure 25 :Photo des résultats du test de 3-cétolactose.
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6.2. Le test du mannitol mobilité (la fermentation du mannitol) :

Les résultats obtenus a partir de ce test seront différentielle et (le tableau 8) et (figure26),
montrent ’utilisation du mannitol entre les isolats. Et pour la mobilité : toutes nos isolats a cause
de leurs croissances autour de la piqure centrale se révele que les bactéries sont immobiles.

Tableau 8 : représente les résultats du test de mannitol mobilité :

L’utilisation V10 | L2 L5

du mannitol

Virage rouge - - -
de phénol

Virage jaune + - -
(forte
production
d'acide)

Virage orangé | - + 3

(production

moyenne Figure 26 : mannitol +, mobilité —.

d'acide)

6.3.Le test catalase :

Les résultats du test revelent que tous les isolats sont catalase positive, sont effectivement
des caracteres des Rhizobia (Jordon, 1984), la catalase est un enzyme qui joue un rble majeur
dans la protection de l'organisme contre les radicaux libres toxiques qui sont générés en

particulier sous stress environnementaux.

Figure 27 : résultat de test catalase (oxydase

E
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7. Tests physiologiques

Effet de température :

Les résultats du test de température sont représentés dans le tableau suivant (tableau 9), il
montre que la plupart les souches isolées a partir de L. ornithopodioides et V. stativa sont
capables de croitre a des températures comprises entre 4°C et 45°C, avec une croissance
optimale entre 27 a 37°C puisque les colonies sont apparues rapidement (une journée apres
incubation).

Tableau 9 : résultats du test de température.

27°C 30°C

3jrs 1j 1j 1j 2jrs 2jrs

2jrs 1j 1j 1j 2jrs 2jrs

L 2jrs 1j 1j 1j 2jrs 2jrs

La température joue un réle important sur les équilibres microbiens du sol. L'influence
de la température sur la croissance est en fait une mesure de I'influence de la température sur
la turgescence et sur l'action des enzymes de la cellule (Prévost et al., 1997). Les
températures élevées engendrent la deshydratation et la dégradation des enzymes de la voie
métabolique des bactéries (Young et al., 2011). Par contre, les basses températures entrainent
la gélification de I'eau cellulaire et I'inactivation parfois irréversible des enzymes,(Hume et
al. 2000).

Bougueroua et Hamioud, (2019), ont caractérisé aussi des souches résistantes a des
températures hautes .1solées a partir de Medicago polymorpha et Scorpiurusmirucatus, récolté
aussi du Campus de notre université, (Zahran,1999) a rapporté que la température optimale
de la fixation d'azote d'une espéce bactérienne est généralement corrélée avec la température

de I'nabitat normal de cette espéce.

E
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Parallélement a nos résultats, (Bordeleau et al., (1994) rapporte que les rhizobia sont
tolérants aux basses températures de l'ordre de 4°C. Le stress thermique (non extréme) induit
généralement l'expression de protéines de stress thermique HcP (Heatshockproteins), qui
température optimale de la fixation d'azote d'une espéce bactérienne est généralement corrélée
avec la température de I'habitat normal de cette espece.

assurent la protection des enzymes clefs de la physiologie microbienne (Cloutier et al.,

1992).

&
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Conclusion

Dans cette etude nous avons essayé d'identifier des bactéries isolées a partir des
nodules de I'especes : ‘Lotus ornithopodioides’ et ‘vicia stativa ssp segetalis’, Cette recherche a
pour le premier objectif de déceler les caractéristiques des souches et leurs diversités, et la
détermination de l’objectif ultérieure est la recherche des souches performantes dans la

nodulation et la fixation d’azote pour étre utiliser dans 1’inoculum.

En effet, les aspects microscopiques et morphologiques des colonies des souches
étudiées sont en accord avec la description faite par les auteurs (Vincent, 1970 ;
Somasegaran et Hoben, 1994). Notre étude microscopique montre des bacilles de différentes
tailles,a Gram negatif ; ces aspects sont observés par ailleurs avec les souches de réference

utilisées dans nos expérimentations.

Les etudes phénotypiques, notamment la morphologie des colonies sur YMA, la
vitesse de Croissance, culture des souches sur milieux spécifiques,nousfont croire que les

isolats correspondent a une description du genre Rhizobium.

A la lumiere des résultats obtenus, les souches isoléees de la légumineuse
‘Lotusornithopodioides’ont le  méme aspect morphologique que les souches
de‘viciastativasspsegetalis’ (souches appartenant au genre Rhizobium).Ce résultat est
confirmé par la vitesse de croissance des isolats qui est rapide (obtenue en 48h sur milieu

YMA+BTB) ; ce qui peut nous orienter vers le genre Rhizobium.
L’étude des facteurs abiotiques (température) fait ressortir que :

Dans la mesure ou les racines sont prélevées d’un sol situé en zone fertile ( un jardin
botanique de la région d’El-Hadaiek Skikda), on note queles souches peuvent croitre a des
températures élevées atteignant les 44°C qui leurs conférent la propriété des bactéries thermo-
tolérantes et, ellespoussanta un excellent rythme a température ambiante (pour ces bactéries)
30°C et méme a 37°C,Au contraire, a basse température, elles se croftres, mais a un rythme

décroissant a mesure que la température diminue de 27°C a 4°C.



Conclusion

A travers ces résultats, nous pouvons admettre que nos isolats posseédent un profil de
bactéries nodulant les légumineuses (Zakhia et de Ladjudie, 2001., Benhizia et al., 2004),
ou de rhizobia(Vincent,1970.,1982). Par conséquent, nous n’avons pas pu ressortir une
distinction appréciable afin de confirmer que nos isolats appartiennent au genre Rhizobium ou
B.N.L a cause de I’absence de I’examen génotypique basé sur les techniques moléculaires,

test de nodulation et le test de la nodulation croisée.
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ANNEXES




Annexe : les milieux de cultures, colorants et réactif Composition théorique (en g/l d’eau
distillée).

Milieux de culture et solutions utilisés :
1. Composition de milieu YMB (Yeast Mannitol Broth) en g/l (Vincent, 1970)
Mannitol : 10.00

K2HPO4 : 0.50
MgS047H20 : 0.20
NaCl: 0.10

Extrait de levure : 0.50
Eau distillée : 1000ml
PH: 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.

2. Composition de milieu YMA (Yeast Mannitol Agar) en g/l (Vincent, 1970)

YMB : 1000ml
Agar : 18
PH:6.8

Autoclavage 120°C pendant 20minutes.



3. Composition de milieu YMA + Rouge Congo en g/l
YMB: 1000ml

Solution stock de rouge Congo:10ml
Agar: 18

PH:6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes

Apres ajustement de pH on ajoute 10ml de rouge Congo (0.25g rouge Congo dans 100mi

d’eau distillée), puis on ajoute I’agar.

4. Composition de milieu YMA + Bleu de Bromothymol en g/l
YMB : 1000ml

Solution stock de bleu de bromothymol : 5ml

Agar : 15

PH:6.8

Autoclavage 120°C pendant 20minutes.

Apreés ajustement de pH on ajoute 10ml de bleu de bromothymol (0.5g BTB dans

100mld’éthanol), puis on ajoute I’agar.
5. Composition de milieu YMA + Carbonat de Calcium en g/l
YMB : 1000ml
CaCos: 1
Agar : 18
PH:6.8

Autoclavage 120°C pendant 20minutes.



> Les solutions stocks colorants :
- Solution stock de RC : 0.25g de Rouge Congo dissous dans 100ml d’eau distillée.
- Solution stock de BTB : 0.5g de BTB dissous dans 100ml d’éthanol.

Composition du réactif Benedict

Citrate de Sodium ..o 173g
Carbonate de sodium anhydre ...........cccooeveneinieennne 100g CuS04,
] = 0 T 17,3g

Eau distillée ..........oooeiiie 1000ml

L’ajustement du pH a 6,8 se fait avec du NaOH 1N.
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