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Résumé

Résumeé

Dans cette étude, les bactéries ont été isolées a partir des nodosités racinaires de la
feve (Vicia faba L.) cultivée dans trois régions du nord de Constantine (Hamma Bouziane,
Didouche Mourad et Beni H’midene) qui a pour but d’une part d’étudier les Rhizobia des
nodosités de cette plante et d’une autre part la détermination de quelques modes d’action

des PGPR sur ces isolats.

Notre travail pratique débute par une mesure de poids frais et sec des plantes, suivi d’une
caractérisation de cinquante-quatre isolats, le travail débute par une étude morphologique
sur milieu YMA + Rouge de Congo (RC) et un test de coloration de Gram. Puis une
caractérisation des différents isolats a éte réalisee, qui regroupe certains tests biochimiques
sur la recherche de la catalase et de I’oxydase, la capacité des isolats a assimiler les sucres
comme source de carbone, la résistance aux antibiotiques et la capacité des isolats a
solubiliser le phytate. A partir des cinquante-quatre isolats de départ, quarante-deux isolats
sont sélectionnés, pour faire I’objet de la caractérisation de deux modes d’action des PGPR
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria), qui sont: la production de 1’Acide Indole
Acétiques et I’activité Nitrate Réductase. Cette étude a montré que la majorité des isolats
testés sont des bactéries a Gram négative. L’étude des enzymes respiratoire indique la
présence de la Catalase pour la majorité des isolats, par contres, elles ne possédent pas
I'enzyme respiratoire Cytochrome Oxydase, les différents isolats présentent une variabilité
dans I’assimilation des différents sucres. De méme, la plupart des isolats ont montré leur
sensibilité aux antibiotiques utilisés surtout la Gentamicine. De plus, ils ont la capacité de
pousser sur milieu NBRIP en solubilisant le phytate. Les résultats obtenus correspondent
avec les caractéristiques taxonomiques des Rhizobia. Ces mémes isolats ont montré leur

capacité a produire I’auxine et a dégrader le nitrate.

Mots clés : Feve (Vicia faba L.), Nodosités, Rhizobia, PGPR.



Abstract

Abstract

In this study, the bacteria were isolated from the root nodules of the bean (Vicia faba L.)
grown in three regions of northern Constantine (Hamma Bouziane, Didouche Mourad and
Beni H'midene) which aims to It is also necessary to study the Rhizobia nodules of this

plant and also to determine some modes of action of PGPR on these isolates.

Our practical work begins with a measurement of the fresh and dry weight of the plants,
followed by a characterization of fifty-four isolates, the work begins with a morphological
study on the YMA-Red Congo (RC) environment and a Gram test. Then a characterization
of the different isolates was carried out, which includes some biochemical tests on the
search for catalase and oxidase, the ability of isolates to assimilate sugars as a source of
carbon, antibiotic resistance and the ability of isolates to solubilize phytate. From the fifty-
four initial isolates, forty-two isolates are selected, to be the subject of the characterization
of two modes of action of PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), which are: the
production of Indole Acid Acetics and Nitrate Reductase Activity. This study showed that
the majority of isolates tested are Gram-negative bacteria. The study of respiratory
enzymes indicates the presence of Catalase for the majority of isolates, on the other hand,
they do not possess the respiratory enzyme Cytochrome Oxydase, the different isolates
exhibit variability in the assimilation of different sugars. Similarly, most isolates have
shown sensitivity to antibiotics used especially Gentamicin. In addition, they have the
ability to grow on NBRIP medium by solubilating the phytate. The results obtained
correspond with the taxonomic characteristics of Rhizobia. These same isolates have

shown their ability to produce auxin and degrade nitrate.

Keywords: Bean (Vicia faba L.), Noduses, Rhizobia, PGPR
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Introduction

Introduction

La famille des légumineuses est une des plus importantes familles parmi les
dicotylédones. C'est la famille végétale qui fournit le plus grand nombre d'espéces utiles a

I'nomme, qu'elles soient alimentaires, industrielles ou médicinales.

L’espéce Vicia faba L. est I'une des 1égumineuses alimentaires qui fait partie de nos
systemes agraires depuis longtemps. C’est une culture importante considérée comme une
source de protéines pour les humains et les animaux (Crépon et al., 2010). Elle joue aussi
un role dans la rotation des cultures. De méme, la fixation d’azote atmosphérique par le
biais des Rhizobia symbiotiques avec les cultures des légumineuses, a un impact important

dans la fertilité des sols (wang et al., 2012).

Les bactéries telle que Rhizobium, sont d’une importance considérable en
agriculture, a cause de leur capacité a former une symbiose avec des plantes de la famille

des légumineuses (Somasegaran et Hoben, 1994).

Dans I’interaction plante — Rhizobium, on note un haut degré de spécificité. Une
légumineuse entre en symbiose avec un nombre limité d’espéces de Rhizobium. En
revanche, certains microsymbiotes s’associent avec plusieurs partenaires, alors que
d’autres ont une gamme d’hotes étroite. Cette spécificité est basée sur une communication
moléculaire entre les deux partenaires symbiotiques (El hillali, 2006). Vu cette spécificité,

il est utile d’étudier cette relation et de I’adapter a certains environnements.

Les Rhizobactéries qui exercent des effets bénéfiques sur le développement des
plantes sont appelés rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR : Plant
Growth Promoting Rhizobacteria). Ces bactéries facilitent la croissance des plantes
directement en aidant a l'acquisition des ressources nutritives (azote, phosphore, fer et les
minéraux essentiels) et la production de phytohormones (auxines, gibbérellines---)
(Munees et Mulugeta, 2014). Indirectement, les PGPR participent aussi dans la protection

des plantes contre les agents phytopathogenes (Mehmood U., 2018).

Notre travail consiste a étudier des bactéries nodulant les racines de la féeve (Vicia
faba L.). L’échantillonnage a été réalisé au niveau de trois régions du nord de Constantine.

On a commencé par mesurer le poids frais et sec des plantes, puis, les bactéries isolées a
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partir des nodosités des ces plantes ont fait 1’objet d’une étude microscopique (coloration

de Gram) et une caractérisation des isolats, comprenant une série de tests :

v Nutritionnels (sucres comme source de carbone),

v Biochimiques (recherche de la catalase et I’oxydase),

v" Physiologique (résistance au antibiotiques)

v’ Caractéristiques spécifiques aux PGPR.
Ce mémoire est structuré en trois chapitres: D’abord, le premier chapitre est une étude
bibliographique ayant pour but de situer le travail dans son contexte scientifique, il
comporte une partie sur les légumineuses et précisément sur la plante Vicia faba L et les
Rhizobia associés a cette plante, et une seconde partie sur les rhizobactéries promotrices de
la croissance des plantes. Ensuite, le deuxieme chapitre présente le matériel et les
méthodes suivies pour la réalisation de ce travail, apres, nous présentons le troisiéme
chapitre qui est consacré a la présentation des resultats et leurs discussions et enfin, nous

terminons ce travail par une conclusion et quelques perspectives.
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1. Fabaceae

Les Fabaceae représentent une large famille chez les Angiospermes, comprenant
plus de 650 genres et 18000 especes, la placant en seconde position derriere les Poaceae en
termes de diversité (Cronket al., 2006).

Les Fabaceae sont divisées en trois sous-familles (Fig.01): les Mimosoideae, les
Caesalpinoideae et les Papilionoideae(Dekak, 2010).

Mimosoideae
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Figure 01:Phylogénie des Légumineuses (Selami, 2017).

1.1. Papilionoideae

Cette appellation est due a la forme de la corolle qui se présente sous forme de
papillon (Guignard et Dupont, 2005). C’est la sous-famille la plus diverse avec environ
430 genres et plus de 12000 especes. Les plantes de cette sous-famille sont principalement
des herbes, mais comprenant aussi des arbres et des arbustes, présents en régions

tempérées et tropicales (Crété, 1965).
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1.2. Mimosoideae

Ce sont pour la plupart des arbres tropicaux. Leurs fleurs sont réguliéres, petites,
groupées souvent sous forme de pompons. Les étamines sont les parties les plus visibles de
la fleur (Judd et al., 2001).

1.3.Caesalpinoideae

Ce sont majoritairement des arbres ou des arbustes tropicaux ou subtropicaux. Leur
Fleur irréguliére possede 5 pétales non différenciés et des étamines visibles extérieurement
(Judd et al., 2001).

L’exemple étudié parmi les espéces des légumineuses est: la feve (Vicia faba L.)

2. Origine et historique de la feve

La feve a été domestiquee tres tot dans le monde. Bien que son origine ne soit pas
encore claire, il a été longtemps pensé qu’elle était originaire de la méditerranée ou de
I’Asie de 1’Ouest. D’autres auteures comme Nuessly et al. (2004) et Mikic (2011), la

consideérent originaire d’Asie centrale.

L'homme a probablement utilise Vicia faba L. dans sa nourriture des le néolithique
(Boyeldieu, 1991). Elle est essentiellement cultivée dans le bassin meéditerranéen, en
Amérique du sud et en Asie du Sud-est, cultivée aussi en Europe occidentale et du nord
(Gallais et Bannerol, 1992).

3. Description de la plante (Vicia faba L.)

La feve (Vicia faba L.) est I'une des légumineuses les plus anciennement cultivés
dans le monde. La croissance de cette plante est naturellement indéterminée. Cela signifie

qu’elle n’est pas limitée par une fleur au sommet qui bloque sa croissance végétative

(Sjodin, 1971).

La figure 02 représente 1’aspect des feuilles, fleurs et fruits de Vicia fabaL. Il s’agit d’une

plante annuelle, herbacée, robuste et grimpante, qui peut atteindre plus d’un métre.
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Figure 02: Les différentes parties de la feve Vicia faba L.(Mezani, 2016).

Les racines (Fig.03)sont pivotantes parfois, superficielles plus généralement,
portant des nodosités renfermant les bactéries spécifiques fixatrices d'azote atmosphérique

:Rhizobium léguminosarum (Mouafek, 2010).

Figure 03: Les racines de la feve.

Les tiges (Fig.04-a) sont simples, dressées, creuses et de section quadrangulaire,
sans ramifications dressant a plus d’'un métre de haut, quant aux feuilles (Fig.04-a), elles
comportent deux folioles a la base de la tige puis 3 ou 4 par la suite, de couleur vert

glaugue ou grisatre, elles sont grandes, ovales, entiéres et succulentes (Boyeldieu, 1991).
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Les fleurs de la féve (Fig .04-b) sont hermaphrodites, pennées et terminées par une
pointe, les fleurs sont de 2 a 3 cm de long, prennent naissance en position auxiliaire, elles
sont de type papilionacé, blanches maculées de noir ou de violet, formées en petites
grappes (Boyeldieu, 1991). L’inflorescence est en grappe axillaire de 1 a 6 fleurs, sont
constituées d’un calice, d’une corolle blanche ou rosée avec des taches noires sur les ailes.
L’ovaire est supére et sessile avec 2 a 4 ovules allant parfois jusqu’a 9 (Boyeldieu, 1991).

Trés mince, comprimé, d’environ 1,5 cm de long (Brink et Belay, 2006).

Les fruits (Fig.04-c) sont des gousses charnues de 25 a 30 cm de longueur, de
couleur verte, épaisses, et contiennent un nombre variable de graines grosses et de forme
ovale (3 a 9) (Boyeldieu, 1991).

Les graines (Fig.04-d) sont charnues, vertes et tendres a D’état immature. A
compléte maturité elles développent un tégument épais et coriace de couleur brun-rouge, a
blanc verdatre et prend une forme aplatie a couleur presque circulaire (Brink et Belay,
2006).

Figure 04: Aspect morphologique de Vicia faba.

a: Tige et feuilles ; b: Fleurs ; c: fruit (gousses); d: Graines (Mezani S., 2016).
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La féeve est une espéce diploide (2n=2x= 14 chromosomes), leur mode de
reproduction est partiellement allogame. L’allogamie est réalisée par les insectes
pollinisateurs qui interviennent principalement comme vecteur de pollen entre fleurs de la

méme plante ou entre fleurs de plantes différentes) (Cheriefi et Amrane, 2016).

4. Position systématique

D’apres Dajoz (2000): la féve est classée botaniquement comme suit :

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous-classe Dialypétales

Série Caliciflores

Ordre Rosales

Famille Fabacées (légumineuses)
Sous-famille Papilionacées

Genre Vicia

Espece faba

5. Intérét de la feve
5.1. Intérét alimentaire

La féve constitue avec les autres légumineuses, la seconde source protéique pour
I’alimentation humaine et animale apres les céréales. Elle offre de grandes possibilités pour
I’alimentation des animaux d’¢levage (ruminants et volailles) grace a son excellente valeur

nutritive, a son appétibilité universelle et a sa préparation facile (Daines M., 2018).

Elle renferme un taux élevé en protéine, tout en restant un aliment énergétique (55% de
glucides; 340 cal/100g) et peut efficacement remplacer les protéines animales dans les pays

pauvres (Fachmann et Kraut, 2006).

Cette légumineuse est également une excellente source de fibres solubles et insolubles, de

vitamines de groupe B en particulier (B3, B5, B9 ou acide folique) et de vitamine C, de
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minéraux tel que : le potassium, le phosphore, le calcium, le magnésium, le cuivre, le fer et
le zinc (Mezani S., 2016). Elles sont aussi une bonne source de glucides (50-60%
d’amidon)et considérée parmi les cultures les plus riches en matiéres nutritives (Mouafek
A., 2010). La composition chimique moyenne pour 100 g net est présentée dans le tableau

suivant :

Tableau 01: Composition chimique moyenne pour 100 g net de feve (Fachmann et Kraut,
2006).

Compositions (g)

Vitamine (mg)

Glucides .......covviiiiiii 10,0 Acide ascorbique...............oeuvennn. 82,00
Protides ..........cooviiiiiiiiiii 5,40 Provitamine A(caroténe)............... 0,100
Lipides ...ccoviviiiiiiiiii 0,30 BI1 (thiamine)................ccoovviinnn. 0,300
Eau ... 82,0 B2 (riboflavine)...................oeeeet. 0,200
Fibres alimentaire ......................... 6,50 B3 (nicotamide)................eeininnnnn. 1,800
Minéraux (mg) Apports énergétiques

Potassium ..........ccooeeiiiiiiinnnnn.. 210,0 Kcalories.......oovvvvviiiiiiiiiinnn 64,00
Phosphore ... 105,0 Kjoules......oovvviviiiiiiiiiiiiinn.. 268, 0
Calcium.....ooovvviiiiiiiiii e, 24,0

Magnésium .........ccooeeiiiiiiniinnn... 18,00

Soufre ....o.oovviiiiii 27,00

Sodium .......ooooiiiii 4,00

Chlore .....covviiiii i, 14,00

5.2. Intérét agronomique

Comme toutes les légumineuses, ’espéce Vicia faba L. assure sa nutrition azotée

par deux voix: I’assimilation de I’azote minéral du sol et la fixation symbiotique de 1’azote




Chapitre 1 : Généralités sur la Feve Partie Bibliographigue

atmosphérique. Cette aptitude a fixer I’azote atmosphérique limite ’utilisation des engrais
azotés qui sont couteux pour D’agriculteur et néfastes pour la santé humaine et

I’environnement (Nouri, 2012).

Cette culture permet aussi de renforcer la structure du sol grace a son systéme
racinaire puissant et dense, et enfin les résidus de récolte enrichissent le sol en matiére

organique (Mezani, 2011).

5.3. Intérét économique et écologique

Parmi les légumineuses, la féve (Vicia faba L.) est aujourd’hui parmi les plantes
légumieres les plus cultivées dans le monde. Sa superficie mondiale est estimée a 3
millions d’hectares dont plus de 50% se situent en Chine, 20% en Afrique du Nord et
moins de 10% en Europe (Nouri, 2012).

La féeve reste la plus importante et occupe toujours la premiére place parmi les
Iégumes sec (Benachour et al., 2007). Elle préfere les sols profonds, silice argileux riches
en matieére nutritives et en humus. Cette plante est capable de s’adapter a des sols tres
pauvres et tres dégradés, donc elle a un réle améliorateur des sols, en plus d’un intérét
alimentaire (Beraud, 2007).

La feve est tres sensible a la pollution du sol, ce qui en fait un modéle végétatif
utilisé en écotoxicologue dans un grand nombre d’étude (Nouri, 2012). La féve est aussi
employée pour étudier les réponses des marqueurs au stress oxydant et d’autres
mécanismes de défenses antitoxiques de la plante comme les phytochélatines (Beraud,
2007).

2. Rhizobia

Par convention, on nomme « Rhizobium» toute bactérie, quel que soit son genre,
capable d’établir une symbiose fixatrice d'azote avec une légumineuse (Vincent, 1970).
Les Rhizobia sont d’abord définis par leur aptitude a induire la formation de nodosités
fixatrices d’azote sur les racines ou les tiges des légumineuses et a réduire 1’azote
atmosphérique en ammonium assimilable par la plante (Andrews M. & Andrews M. E.,
2017).
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Les Rhizobia sont des batonnets mobiles de 0,5 & 0,9 sur 1,2 a 3,0 um a Gram
negatif aérobies, non sporulantes. lls ont une croissance meilleure dans le glucose, le
mannitol ou le saccharose (Grama, 2008). Leur croissance est optimale & une température
de 28-30C° et a un pH situé entre 6 et 7 (Vincent, 1970)

3. Symbiose légumineuse-Rhizobium

3.1. Généralités

La symbiose BNL-Légumineuse, décrite pour la premiere fois par Frank (1889),
présente un modeéle d'étude d'association entre eucaryote et procaryote, elle présente un
intérét agronomique considerable (Selami, 2017).

L’une des caracteristiques majeures de la symbiose rhizobium-légumineuse est sa
spécificité. Cette association symbiotique est souvent construite autour d’un grand

partenaire appelé hote et de plus petits partenaires appelés symbiontes.

La symbiose permet l'enrichissement naturel du sol en azote et la réduction des
apports d'engrais. L'azote fixé par la symbiose est restitué au sol apres la décomposition de

la matiere végétale (racines, nodosite, parties aériennes) (Selami,2017).

Une caractéristique des légumineuses alimentaires tropicales, est leur association
avec les bactéries Rhizobium pour former les nodosités des racines, le site de la fixation
symbiotique d’azote. A l'intérieur duquel la bactérie intracellulaire, se différencie en
bactéroide capable de fixer l'azote atmosphérique en le réduisant, via le complexe

nitrogénase, en ammonium.

La symbiose est a bénéfices réciproques: la bactérie fournit a la plante le N> fixé; en
retour, la plante apporte I’énergie nécessaire a la synthése des nodosités et a leur
fonctionnement, l'association symbiotigque entre les Rhizobiums et les Iégumineuses est tres
diverse et implique de nombreuses espéces chez les deux partenaires, végétal et bactérien.
(Cherni A. E, 2019).

10
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Tableau 02 : Exemples d’associations entre Rhizobia et Légumineuses (Selami,2017)

Rhizobia Plantes hites

Rhizobium sp. NGR234

légumineuse)

Bradyrhizobium japonicum Soja (Glycine)

3.2. Nodulation

La nodulation est considérée comme la premiére caractéristique de I'association
symbiotiquequi est strictement contrélée par des mécanismes d'autorégulation interne de la
plante hote (Journet, 2004).

3.2.1. Etape de la nodulation

La formation des nodosités est le résultat d'un dialogue moléculaire entre lemicrosymbiote
et la plante héte (Fig.05).

11
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Figure 05:Dialogue moléculaire entre la plante et la bactérie lors de la mise en place d'une

association symbiotique fixatrice de l'azote (Journet, 2004).

a-Echange de signal d'infection

Le processus de nodulation commence par un échange de signaux entre la plante
hote et la bactérie. Les racines rejettent par leur métabolisme normal, des substances qui
ont des effets attracteurs sur certains microorganismes du sol. Certaines d'entre elles
appartiennent au groupe des flavonoides (Rasanen, 2002). Ce signal, une fois percu par le
Rhizobium, induit la production des facteurs Nod. Ceux-ci sont des signaux de nodulation

ciblant le programme organogeénétique de la plante (Patriarca et al.,2004).
b-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 (Perry et al., 2004). Les
facteurs Nod émis par les Rhizobia, 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 et une modification de la croissance polaire

12
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des poils absorbants formant une structure dite en « crosse de berger» qui enferme les
Rhizobia.

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).

c-Développement de la nodosité et maturation des bactéroides

Au niveau du cortex, commence la déformation de cordons d’infections chez certaines
plantes, la division cellulaire entraine la formation d’un primordium nodulaire. Les
cordons d’infection traversent les couches cellulaires pour atteindre le primordium
nodulaire, a 'intérieur duquel sont reléguées les bactéries (Gage et Margolin, 2000). Le
primordium se développe ensuite en nodule, alors que les Rhizobia se différencient en
bactéroides, séparés du cytoplasme des cellules végétales par une membrane
péribactérienne. L unité fixatrice d’azote formée par le bactéroide, ’espace et la membrane

péribactéroidiens, appelé symbiosome (Cermola et al., 2000).

Deux types de nodosités (allongés ou ronds) sont définis en fonction de la localisation du
systéme vasculaire (racine ou tige) et du niveau de persistance d’une zone méristématique;
la forme allongée (nodosité indéterminée)étant liée au maintien d’un méristéme apical et la
ronde (nodosité déterminée) en une absence de méristeme apical (Domergue, 2006). Le
nombre de nodosités et leurs masses sont contrélés par la plante en fonction des conditions
environnementales et de son état physiologique (Duhoux, 2004). Au sein des nodosités,
une proteine spécifique appelée la Iéghémoglobine est formée par synthese de globine par
la plante et d’héme par le Rhizobium. La fonction de la Iéghémoglobine est de maintenir
une pression en oxygene a un niveau assez bas dans I’environnement de la nitrogénase

compatible avec le fonctionnement de la fixation de 1’azote (Domergue, 2000).

13
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1. Généralités sur les Rhizobactéries Promotrices de la Croissance des

Plantes

Les PGPR ou « Plant Growth-Promoting Rhizobacteria » sont des bactéries libres
qui se développent dans la rhizosphére, et qui ont un effet positif sur la croissance de la
plante (Kloepper et al., 2004).

Ces bactéries sont capables de coloniser efficacement les systémes racinaires, mais
a la différence des autres bactéries Rhizosphériques, environ 2 a 5% des Rhizobactéries
exerce un effet bénéfique sur la croissance des plantes. Cet effet benéfique peut étre direct,

ou indirect (Hrynkiewicz et Baum, 2011).

La promotion directe de la croissance est le résultat du pouvoir d’acquisition des
nutriments ou de la stimulation par des hormones de la plante. Les mécanismes indirects
impliguent un antagonisme contre les phytopathogénes : production des sidérophores,

production d'antibiotiques et le parasitisme (Shamsul et al., 2008).

Dans la littérature, on peut rencontrer d’autres appellations des PGPR tels que EPR
« Emergence Promoting Rhizobacteria » (Kloepper et al., 1992), voir méme YIB « Yield-

Increased Bacteria » (Chen et al., 1996).

D’aprés Jay Shankar Singh (2003), les PGPR est un groupe de bactéries qui
améliorent la croissance de la plante et le rendement via diverses substances ainsi que les
biofertilisants qui sert a augmenter la disponibilité des nutriments dans la rhizosphére
(Fig.06),aussi comme agents de biocontrle et de bioremédiation en dégradant les

polluants organiques et en luttant contre les maladies.

14
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Figure 06:L’effet biofertilisant des PGPR (Bacillus subtilis et B. amyloliquefaciens) sur la
croissance et la vigueur des plantes de poivrons (Rosskopf et al., 2005).

A: Plantes témoins non-inoculées ; B: Plantes inoculées.

2. Mode d’action des PGPR

Les PGPR favorisent la croissance des plantes directement en facilitant
I’acquisition des ressources (azote, phosphore et minéraux essentiels) ou en modulant
les niveaux d’hormones des plantes, ou indirectement en diminuant les effets inhibiteurs de
divers agents pathogenes sur la croissance et le développement des plantes sous la forme
d’agents de lutte biologique (Glick, 2012) (Fig.07).
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Figure 07: Interactions entre plantes et bactéries coopératives dans la rhizosphére (Khan et
al., 2009).

2.1. Mode direct

Les bactéries PGPR facilitent la croissance des plantes directement en aidant a I'acquisition
des ressources (Azote, Phosphore et minéraux essentiels) ou par modulation des niveaux

d’hormone végétales (Munees et Mulugeta, 2014).

2.1.1. Acquisition des ressources

v Fixation d'azote

L'azote est un élément essentiel bien connu pour la croissance et le développement
des plantes. Cependant, aucune espece Vvégétale n'est capable de fixer 1’azote
atmosphérique, le convertir en ammoniaque et le dépenser directement pour sa croissance,
donc la fixation de I’azote est un processus exclusivement procaryotes (Glick, 2012;

Prescott et al., 2008).

La fixation biologique de l'azote par les bactéries du sol est considérée comme Il'un des

principaux mécanismes par lequel les plantes bénéficient de I'association microbienne.

L’azote gazeux (N2) est abondant dans I’atmosphére, cependant un nombre limité
de microorganismes peuvent coloniser typiquement les racines de certaines plantes. Parmi

les associations symbiotiques plantes-bactéries les plus connues est celle des légumineuses
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et des Rhizobia, cette association permet a la plante de bénéficier de 1’azote atmosphérique
en le fixant biologiqguement afin de le réduire en ammoniaque (NHz3), cette forme est
assimilée par la plante directement pour produire des acides aminés et des protéines. La
fixation biologique est assurée par les Rhizobia au moyen d’un systéme enzymatique

complexe appelé Nitrogénase (Kim et Rees, 1994).

Les bactéries fixatrices d'azote non symbiotiques ne fournissent qu'une petite quantité de
I'azote fixé nécessaire a la plante hote associée a une bactérie (Glick, 2012).

v Solubilisation du phosphate

Le phosphore (P) : deuxiéme nutriment important pour la croissance des plantes
apres I’azote, il est extrémement insoluble et indisponible pour les plantes (Jyoti, 2003),

c’est un élément qu'on trouve dans le sol, les plantes et les micro-organismes (Plassard et

al., 2015).

La solubilisation des phosphates est la capacité des microorganismes de convertir le
phosphate insoluble a une forme accessible. Ce processus permet de réduire l'utilisation

d'engrais phosphatés (Chaiharn et Lumyong, 2009).

Les bactéries solubilisant le phosphate jouent un réle important dans la nutrition des
plantes et constituent une source prometteuse comme agent biofertilisant dans l'agriculture
(Greiner et Larsson, 2001).

v Solubilisation du potassium

C’est le troisieme nutriment majeur important pour les plantes. En raison de
I'application déséquilibrée des engrais, la carence en potassium devient l'une des
principales contraintes dans la production végétale. Sans potassium adéquat, les plantes ont
des racines mal développées, poussent lentement, produisent de petites graines et ont des

rendements plus faibles (Mahendra et al ;2019).

Kumar et Dubey (2012) ont signalé que les microorganismes des sols jouaient un
réle clé dans le cycle K naturel et par conséquent, les microorganismes solubilisant le
potassium présent dans le sol pourraient fournir une technologie alternative pour rendre le

potassium disponible pour I'absorption par les plantes.
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v Production des phytohormones

Une large gamme de microorganismes trouvés 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 cytokinines, les gibbérellines et I'éthyléne (Arora, 2013).

a. Acide Indole Acétique (IAA)

L’acide indole acétique (AIA) est une auxine primaire active dans la majorité des
plantes et représente I'une des hormones végétales les plus importantes (Spaenpen et al.,
2007).

Generalement, I’lAA affecte la division, l'extension et la différenciation des
cellules vegétales ; Stimule la germination des semences et des tubercules; augmente le
taux de developpement du xyléme et des racines; contrble les processus de croissance
vegeétative; initie la formation de racines latérales et accidentelles; affecte la photosynthese
et la formation de pigments, la biosynthese de divers métabolites et la résistance a des

conditions stressantes (Deepmala, 2016) (Fig.08).

L’auxine fonctionne comme une molécule-signal importante dans la régulation du
développement des plantes, agissant sur I'organogenése, les réponses cellulaires telles que
I'expansion des cellules, la division, la différenciation et la régulation des génes. Le réle de
I’AIA dans la stimulation de la croissance est obtenu en imitant l'effet de la bactérie par
I’application directe de I’AIA sur les racines. Il favorise la survie des bactéries dans la

rhizosphére (Abdesselam et Latrache, 2017).
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Figure 08: Role de I’acide indole acétique dans I’amélioration de la croissance végétale

(Khan et al, 2009).
b. Production des cytokinines et gibbérellines

Les cytokinines et les gibbérellines sont aussi des phytohormones impliquées dans
la modification de la morphologie des plantes et la stimulation de la croissance de la partie

aérienne (Van Loon, 2007).

Les cytokinines sont des dérives 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).

Les gibbérellines représentent une classe d’hormones qui affectent de nombreux
aspects du développement chez les plantes. Elles favorisent la germination des grains et la
croissance des bourgeons, ce sont une des catégories d’hormones impliquées dans

I’élongation des tiges et la croissance des feuilles (Bottini et al., 2004).

La capacité des bactéries a synthétiser des substances de gibbérellines a été initialement
décrite chez les Rhizobia qui ont une influence sur le taux de cette hormone présent dans
les nodosités (Nabors, 2008).
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2.2. Mode indirect

2.2.1. Compétition pour I"espace et les nutriments

L'idée qu’une Rhizobactérie a croissance rapide pourrait éliminer les
microorganismes pathogenes par la compétition pour le carbone et les sources d'énergie fut
beaucoup discutée. Le PGPR doit étre présent sur les racines en nombre suffisant pour
avoir un effet bénéfique et étre capable d’instaurer une compétition pour les nutriments
dans la rhizosphére (Haas et Defago, 2005). Ces PGPR sont capable de lutter efficacement
contre les agents pathogénes pour obtenir des nutriments ou des niches spécifiques a la
racine, et la capacité a induire une résistance systémique. un autre aspect important de la

compétitivité d'une PGPR est sa capacité a persister et a proliférer (Glick et al., 2007).

Cependant, il est souvent difficile de prédire le comportement d'un PGPR dans
I'environnement et sa persistance dans le sol peut étre influencée par un certain nombre de
facteurs biotiques et abiotiques, notamment la composition du sol, la température et la

présence de prédateurs (Glick, 1995).

2.2.2. Production des sidérophores

Les PGPR, notamment du genre Bacillus, Pseudomonas et Azotobacter sont

connues pour leur faculté a produire des sidérophores dans le milieu.

Bien que le fer soit I'un des minéraux les plus abondants sur terre. Elles améliorent
sa disponibilité a leur profit en cas de carence du sol et rendent difficile son assimilation
aux autres populations microbiennes déficientes en fer, ce phénomene est un aspect de
compétition qui participe efficacement a ’antagonisme contre les agents phytopathogenes

en réduisant leurs effectifs dans le sol (Fig.09) (kirdi, 2011).

Ces bactéries fixent le fer ferrique (Fe®*") et le transforment en sa forme soluble qui
est le fer ferreux (Fe?"). lls sont également utilisés dans la lutte biologique contre les
champignons phytopathogénes en s’appropriant des ions ferriques présents dans la
rhizospheére, ils les rendent non disponibles aux champignons pathogenes, ce qui provoque

une diminution de leur croissance (Adouane et Adjaoute, 2018).
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Figure 09: Fonctions biologiques des sidérophores (Khan et al., 2009).

2.2.3. Productions des antibiotiques (I’antibiose)

La production d'antibiotiques est considérée comme l'un des mécanismes de
biocontrdle les plus puissants et les plus étudiés chez les PGPR (Shilev, 2013), pour limiter
I’invasion de pathogénes dans les tissus de la plante hote via la production de métabolites
aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques (Yang et al., 2009) ou la dégradation de

leurs facteurs de pathogénicité comme les toxines (Whipps, 2001).

3. Genres de bactéries PGPR

3.1. Genre Azospirillum

Les bactéries du genre Azospirillum appartiennent a la sous-division o des
Protéobacteéries (Olivier, 2003), sont des habitants primaires du sol, Gram négatif, mobiles
et associées avec les racines des monocotylédones. Plusieurs souches d’Azospirillum ont
montré des effets bénéfiques sur la croissance des plantes et sur le rendement des cultures
(Bashan et al., 2002).

L’association entre Azospirillum et la plante produit des changements
morphologiques et physiologiques dans les racines. La bactérie produit des hormones de

croissance, l'acide indole-3 acétique (AIA), qui favorise 1’augmentation de la surface des
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racines, entrainant une augmentation de I’absorption de 1’eau et des minéraux. De plus
cette association permet la fixation symbiotique de 1’azote atmosphérique ce qui favorise la

croissance et le rendement des cultures (Bashan et al., 1991).

En dehors de la fixation de l'azote, la production de substances de croissance, la
résistance aux maladies et la tolérance a la sécheresse sont quelques avantages
supplémentaires favorisés par l'inoculation des plants avec Azospirillum (Bashan et al.,
2002).

3.2. Genre Rhizobium

Les Rhizobium sont des bactéries a Gram négatif, aérobies du sol appartenant a la
famille des Rhizobiaceae (Sahgal et Johri, 2006). Ces bactéries sont capables d’établir une
association symbiotique avec des plantes de la famille des légumineuses pour fixer 1’azote
moléculaire N2. Cette symbiose se traduit par la formation sur les racines de la plante hote

des nodules (nodosités), qui sont le lieu d’une activité symbiotique.

Dans cette relation benéfique la plante fournit les substances carbonées aux
bactéries, et ces dernieres fournissent a la plante les substances azotées synthétisees a partir
de I’azote atmosphérique (Downie, 2005). Le processus de la fixation symbiotique d’azote

aide la plante a survivre et a rivaliser efficacement sur les sols pauvres en azote.

Akhtar et Siddiqui (2009) ont montré que l'inoculation par Rhizobiumsp. entraine
une augmentation dans la croissance, le rendement et le nombre de nodosités formes au
niveau des racines par rapport aux plantes sans inoculation. En plus de leur activité
bénéfique de fixation d’azote chez les légumineuses, les Rhizobium peuvent améliorer la

nutrition des plantes par la mobilisation du phosphate organiques et inorganiques.

3.3. Genre Bacillus

Les Bacillus forment un genre de bactéries a Gram positif, appartenant a la famille
des bacillacées (Bacillaceae). Ces bactéries sont capables de produire des endospores leur

permettant de résister a des conditions environnementales défavorables.

C’est le genre le plus abondant dans la rhizosphere, I'activité PGPR de certaines de

ces souches a été connue depuis plusieurs années (Probanza et al., 2002). Elles sont
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potentiellement utiles comme agents de lutte biologique (Nagdrska et al., 2007) et capables
de solubiliser le phosphate, produire de I'AlA, séderophore et des antifongiques (Charest et
al., 2005). Ces bactéries sont fréqguemment retrouvées au voisinage des racines des plantes

ou certaines especes ont un role dans la fixation d’azote.

3.4. Genre Pseudomonas

Les Pseudomonas appartiennent au phylum des Proteobacteria, classe des
Gammaproteobacteria. Ce sont des bacilles @ Gram négatif, droits et fins, aux extréemités

arrondies, d’une taille moyenne de 2 sur 0,5 um (Palleroni, 1984).

Ces bactéries sont mobiles grace a une ciliature polaire monotriche, lophotriche ou
multitriche, elles sont capables d’utiliser de nombreux substrats hydrocarbonés comme
sources de carbone et d’énergie. Les Pseudomonas ont une capacité élevée a coloniser la
rhizosphére ainsi que les racines des plantes et former des associations intimes avec leurs
hotes (Hofte et Vos, 2006), ce qui reduit le nombre de sites habitables pour les

microorganismes pathogénes et par conséquence leur croissance (Reyes et al., 2004).
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Notre travail pratique a été réalisé au niveau du laboratoire de Génétique,
Biochimie et Biotechnologie Végétale (GBBV), Université Fréres Mentouri (Constantine
1), durant la période de 8 avril au 30 mai 2019.

1. Description de la zone d’étude

Notre étude a été faite sur 3 sites du nord de Constantine :Hamma Bouziane-
Didouche Mourad et Beni H’midene (Fig.10) ouun prélévement des échantillons de la
plante Vicia faba L. a été effectué.
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Figure 10:Localisation géographique des trois sites de prélévement de ’espece étudiée
Vicia faba L.

2. Materiel biologique

Cette expérimentation consiste a travailler sur les isolats bactériens isolés de la féve (Vicia
faba L.).
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3. Récolte des plantes de Feve

La récolte de la plante entiere de la feve (Vicia fabaL.) est effectuée durant le mois d’Avril
sur les trois régions, il s’agit de creuser environ 15 cm autour de la plante et 20cm dans le
sol pour extraire la plante et son appareil racinaire, pour chaque région, nous avons récolté

trois plantes.

Au laboratoire, nous avons d’abord pesée le poids frais et le poids sec des échantillons de

notre expérimentation :

v Poids frais : Nous avons pesé chaque plante (partie aérienne et racinaire) pour
chaque site juste aprés ’arrivée au laboratoire.
v Poids sec : Apres les pesees de la matiére fraiche, nos échantillons sont mis dans

1’étuve a une temperature de 80°c pendant 72heures jusqu’a poids constant.

4. Isolement des bacteéries a partir des nodosités
4.1. Prelevement des nodosites

La partie aérienne est détachée de la partie racinaire puis les racines avec leurs
nodosités sont délicatement lavées a 1’eau de robinet, aprés les nodosités sont détachés 1 a

2mm du site d’attache a I’aide d’un couteau et séchés avec du papier absorbant avant leur

conservation (Fig.11).
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Figurell:Racine nodulée de la féve de quelques sites de prélevements.

4.2. Conservation des nodosités

Les nodosités sont lavées et séchées, ensuite et pour une longue conservation allant
de 6 a 12 mois, nous avons utilisé un dessiccateur qui est le Chlorure de Calcium (CaCly)
(Vincent, 1970), qui consiste a remplir la moitié des flacons par du CaCl, (meilleure
absorption de I’humidité).Ensuite mettre une quantité de coton sur lequel sont déposés les
nodosités, sur chaque flacon sont mentionnés le nom de site, et la date de conservation
(Fig.12).
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Figurel2: Conservation des nodosités (Vincent, 1970).(A) Flacons utilisés pour la
conservation des nodosités, (B)Schéma explicatif.

4.3. Désinfection des nodosités

Au laboratoire, les nodosités récupérées auparavant sont rincées avec de I’eau de
robinet pour enlever I’excés de terre, puis plongées dans de I’éthanol a 95% pendant 30
secondes, ils sont ensuite immergés dans une solution d’eau de Javel (5°) pendant
3minutes, les nodosités sont ensuite rincées 10 fois avec de I’eau distillée stérile pour les

débarrasser de I’effet toxique de I’excés d’eau de Javel.

4.4. Ecrasement des nodosités et isolement des bactéries

L’isolement a ¢été réalis€ selon la méthode de Vincent (1970), dans des conditions

aseptiques sous une hotte a flux laminaire comme suit :
- Déposer 2 a 3 gouttes d’eau distillée stérile dans une boite de Pétri stérile.

- Une nodosité stérile est déposée dans chaque goutte d’eau, qu’on écrase a I’aide d’une

pince préalablement stérilisée par immersion dans 1’éthanol et flambage au bec bunsen.

- A I’aide d’une anse de platine stérile on préleve une goutte de la suspension obtenue (jus

de nodule) et qu’on ensemence directement sur le milieu : YMA+RC (Annexel.1).
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L’ensemencement est réalisé selon la technique des quatre quadrants (Fig.13) de maniere a

isoler des simples colonies, les boites ont été incubées a 28°C pendant 24 a 48heures.

-
o

Figure 13: Isolement par la méthode des quatre quadrants (Vincent, 1970).

A,

4.5. Purification des isolats

Les colonies ont été repiquees plusieurs fois a I'aide d une anse de platine stérile et
dans des conditions totalement stériles puis étalées sur des boites de Pétri contenant le

milieu YMA+RC jusqu a I'obtention des colonies homogeénes et faciles a caractériser.

5. Caractérisation des isolats

5.1. 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 distinguer les bactéries dites (Gram+)et des

bactéries dites (Gram-).

La technique consiste a préparer un frottis sur une lame de verre stérile fixé a la
chaleur, couvrir le frottis avec le violet de gentiane et laisser en contact pendant 2 minutes

puis couvrir la lame avec la solution de lugol et laisser en contact pendant 30 secondes, on
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soumit alors le frottis coloré a une étape de décoloration en le traitant avec 1’éthanol 95%
puis laver immediatement a l'eau distillée et couvrir le frottis avec la fuchsine pendant 2

minutes, laver a I'eau distillée et sécher.

L'observation microscopique des échantillons a été faite au microscope optique a faible
grossissement (mis en point) et au grossissement 100 (objectif a immersion) qui nécessite
’ajout d’une goutte d’huile de vaseline sur la lame du frottis préparé. Avec cette coloration
double, les bactéries Gram positif apparaissent en violet foncé tandis que les bactéries

Gram négatif sont colorées en rose.

5.2. Etude des enzymes respiratoires

5.2.1. Recherche de la Catalase

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d'hydrogéne
(H202) en dioxygéne et eau selon 1’équation bilan: H,O,——» H,O + 1/2 Oy, cette
enzyme se trouve chez tous les organismes aérobies. Ce test est important pour la premiere

orientation dans I’identification d’un isolat bactérien pure (Delarras, 2007).

Sur une lame propre et séche, une goutte d’eau oxygénée est déposée puis la mettre
en contact avec une suspension bactérienne. L’apparition d’une effervescence traduit la
décomposition de dioxygeéne, et indique la présence d’une catalase. Donc le test catalase

est positif.

5.2.2. Recherche de ’Oxydase

Ce test consiste a mettre en évidence la capacité qui posséde la bactérie a oxyder

un réactif incolore par une enzyme : la phényléne diamine oxydase.

A T’aide d’une pince stérile, on dépose un disque d’oxydase sur une lame propre
puis on préleve une colonie a partir du milieu YMA+RC et on la dépose sur le disque

d’oxydase en utilisant une pipette Pasteure stérile.

Une réaction oxydase positive se traduit par 1’apparition d’une tache rose violette, si le

disque reste incolore, c’est une réaction oxydase négative.
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5.3. Utilisation des sucres comme seule source de carbone

La mise en évidence de la capacité de différents isolats a utiliser différents substrats
comme source de carbone a été réalisée sur des boites de Pétri contenant le milieu YMA ou
le Mannitol est remplacé par 1'un des sucres suivants : Galactose, Fructose, Saccharose,

Lactose.

Les boites ont été ensemencées en spot a partir des colonies prélevées sur milieu
YMA+RC. L’assimilation des sucres est révélée par I’apparition de colonies sur le milieu

apres incubation pendant 24 a 48heuresa 28°C.

L’utilisation des sucres comme source de carbone est étudiée par I’évaluation de la

croissance : (Croissance rapide, lente ou pas de croissance).

5.4. Résistances aux antibiotiques

Le test est réalisé en ajoutant la quantité désirée d’antibiotique au milieu de culture
YMA+RC. Apres répartition du milieu sur les boites de Pétri, I’ensemencement est réalisé
sous forme de spots. L’assimilation est révélée par ’apparition de colonies sur le milieu,
I’incubation varie de 1 a 7 jours a 28 °C selon I’antibiotique. Nous avons utilisé les

antibiotiques suivant : Pénicilline, Gentamicine, Amoxicilline et Céfazoline.

6. Analyse de quelques modes d’action des PGPR

6.1. Solubilisation du phytate

Les isolats bactériens ont été testés pour leur aptitude a solubiliser le phosphate selon
la méthode décrite par Nautiyal (1999), chaque isolat est ensemencé en strie sur le milieu
NBRIP solide (Annexe2) puis incubé a 28°C pendant 1 a 7 jours. Ce test nous permet de

sélectionner les bactéries capables de dégrader le phytate via la phytase.

La capacité des isolats a solubiliser le phosphate dans le milieu est déterminé par
I’apparition d’un halo clair autour de la colonie correspondante aprés incubation (Appl et
Biosci, 2018).
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6.2. Dosage de I’acide indole acétique

Les bactéries sont mises en culture pendant 48heure dans le milieu LB liquide
contenant 0,5g/L du tryptophane (Annexe3), la croissance est assurée a une température de
28 C° sous agitation et en obscurité totale. Aprés croissance, I’absorbance des différentes
cultures a été mesurée a une longueur d’onde de 620nm, les cultures sont centrifugées a
30000rpm pendant 5 minutes et le surnageant est récuperé. Un volume de celui-ci est
mélangé avec un volume du réactif Salkowski déja préparé (Annexe 4), ensuite les
préparations sont mises a température ambiante a l’obscurit¢é pendant 20 minutes.
L’absorbance de la couleur rose résultante, qui indique la production de I'AlA, a été lue a

530nm avec un spectrophotometre.

Les valeurs obtenues sont converties en taux d’auxine par le biais d’une courbe
d’étalonnage préalablement établie a partir d’'une série de solution de concentration en
AlA. Une solution mere d'auxine a été préparée (Annexe 5), ensuite une serie de dilution

est réalisée dans un intervalle de 0 a 20pg/ml.

La courbe d'étalonnage a été réalisée par l'ajout de 1ml de chaque dilution de I’ATA
et 1ml de solution de dosage pour chague concentration. L'absorbance de ces solutions a

été lue a 530nm aprés 20min d'incubation a I’obscurité.

6.3. Dosage de I’activité nitrate réductase

L’activité nitrate réductase a été détectée par ensemencement des isolats en milieu
liguide NFB (Nitrogen Free Broth) +KNO3, contenant une concentration de 1g/L de nitrate
(Annexe 6) ainsi, des tubes contenant 10 ml du milieu de culture liquide ont été
ensemences avec une colonie bactérienne fraiche de chaque isolat. L’ensemble des tubes
ont été incubés pendant 2 jours a 28 °C sous agitation. Apres croissance 1’absorbance des

différentes cultures a été mesurée a une longueur d’onde de 620nm.

La révélation de la présence du nitrate réductase a été réalisée par addition des réactifs

Griess 1 et 2 déja préparé (Annexe 7-1 et 7-2).

L’apparition d’une coloration rose indique que les nitrates ont été réduits en nitrites,

la coloration rose indique la présence de nitrite dans le milieu.
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Un résultat négatif nécessite 1’addition d’une pincée de zinc métallique et observer
apreés quelques minutes la teinte obtenue. Aprés ajout du zinc, si le milieu ne change pas de
coloration, nous disons que la bactérie posséde I’enzyme nitrate réductase ainsi que le
nitrite réductase, par contre ’apparition d’ une couleur rose confirme que la bactérie n’a pas
la capacité de réduite le nitrate en nitrite donc ne possede pas la nitrate réductase (Beringer,
1974).

Le dosage de nitrite réductase est réalisé sur le surnageant des cultures bactériennes
centrifugées a 30000 rpm pendant 5minutes, nous avons pris 100ul de surnageant
additionné & 1 ml de réactif Griess 1 et 1 ml de réactif Griess 2, le dosage de nitrite réduit
est mesuré au spectrophotometre a une longueur d’onde de 540nm, les concentrations
finales de nitrite produite sont révélées par le biais d’une courbe d’étalonnage de nitrite qui

varie de la concentration 0 a 200uM.

7. Conservation des isolats

La conservation des isolats est faite sur solution de glycérol stérile a 30%,
additionnés du bouillon bactérien de chaque isolat, les tubes contenants les bactéries sont

déposeés au congelateur a =~ 80°C.

8. Evaluation statistique

Une analyse de la variance (ANOVA) des résultats obtenus sur le dosage d’auxine
et la nitrate réductase a été réalisee, afin de valoriser les résultats obtenus, en utilisant le
logiciel spécifique. Les groupes homogeénes sont donnés par le logiciel Excel Stat 2019 en

utilisant le test de Tukey a un seuil d’erreur =0,001.
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Cette expérimentation consiste a travailler sur 54 isolats bactériens isolés des

nodosités des racines de la Feve (Vicia faba L), prélevées de trois sites du nord de

Constantine: 21 bactéries issues de la région de Hamma Bouziane, 15 bactéries issues de la

région de Didouche Mourad et 18 bactéries issues de la région de Beni H’midene (Tableau

03).

Tableau 03: Les bactéries utilisées dans cette étude.

Isolats
Sites Plante 1 (P1) | Plante (P2) Plante (P3)
H-P1-1 H-P2-1 H-P3-1
H-P1-2 H-P2-2 H-P3-2
H-P1-3 H-P2-3 H-P3-3
Hamma Bouziane (H) H-P1-4 H-P2-4 H-P3-4
H-P1-5 H-P2-5 H-P3-5
H-P1-6 H-P2-6 H-P3-6
H-P1-7 H-P2-7
H-P2-8
D-P1-1 D-P2-1 D-P3-1
D-P1-2 D-P2-2 D-P3-2
D-P1-3 D-P2-3 D-P3-3
Didouche Mourad (D) D-P1-4 D-P2-4 D-P3-4
D-P1-5 D-P3-5
D-P3-6
B-P1-1 B-P2-1 B-P3-1
B-P1-2 B-P2-2 B-P3-2
Beni h'midene (B) B-P1-3 B-P2-3 B-P3-3
B-P1-4 B-P2-4 B-P3-4
B-P1-5 B-P2-5 B-P3-5
B-P1-6 B-P2-6 B-P3-6
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1. Mesure de poids frais et sec de la plante Vicia faba L.

Les résultats de mesure du poids sec et frais de la plante entiére de feve (Vicia faba),
montrent que les trois sites présentent des résultats significatifs, et presque similaires (Fig.
14).

L’analyse de la variance par le test tukey présente trois groupes pour la maticre fraiche
avec une valeur maximale égale a 263,4 g (groupe A) qui correspond au site Hamma
Bouziane puis le site beni h’midene (groupe AB) et le site Didouche Mourad (groupe B) et
deux groupes pour les résultats de la matiére seche, le site Hamma Bouziane et Didouche
Mourad appartient au méme groupe (A), le site Beni h’midene (groupe B) (Fig.14), selon

ces résultats le site de Hamma Bouziane donne les meilleurs résultats.
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Figure 14: Mesure de poids sec et poids frais des plantes de ’espéce Vicia faba pour les

trois sites.
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2. Caractere morphologique des isolats
2.1. Croissance sur milieu YMA+Rouge de Congo
Au bout de 24h, nos isolats présentent une croissance tres importante, rapide et détectable,

les isolats que nous avons ensemencés n’absorbent pas le Rouge de Congo (RC) ou

I’absorbent faiblement (Fig.15).

Figure 15: Résultats de la croissance de quelques isolats sur milieu YMA+ RC.

La croissance des colonies sur le milieu YMA+RC montrent des différences dans
leurs absorbances du Rouge Congo, on trouve celles qui ne I’absorbent pas et garde leur
couleur translucide, ou I’absorbent faiblement. Ceci confirme la pureté des colonies et
prouve que les résultats obtenus sur nos isolats sont fiables. En présence des contaminants,
ou des bactéries n’appartenant pas au genre Rhizobium, les colonies absorbent le Rouge

Congo et apparaissent de couleur rouge.

35



Partie Résultats et Discussion

La croissance dans le milieu YMA+RC figure parmi les criteres phénotypiques les plus

importants dans la caractérisation des Rhizobia (Vincent, 1970).

2.2. Purification des isolats et coloration de Gram

Apres purification, les colonies apparaissent sur milieu YMA+RC avec un aspect

homogeéne apres 48 h d’incubation (Fig.16).

Figure 16: Purification des isolats.

La coloration de Gram nous a permis de différencier les bactéries d’aprés leur forme
(bacille, coccobacille, cocci), et leur composition de paroi: les bactéries & Gram positif se
caractérisent par une couleur violette. Pour les bactéries a Gram négatif, elles sont

caractérisees par une couleur rose (Fig.17).

Figure 17: Observation microscopique des bactéries isolées (Gx100).
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Les résultats de la caractérisation préliminaire obtenue apres la réalisation de la coloration

de Gram, révelent qu’il y’a une diversité assez remarquable au niveau de leur morphologie.

En effet, 'observation au microscope optique (Grossissement 100) montre une diversité

dans la forme et la taille des isolats (Tableaux 04, 05 et 06).

Tableau 04: Test morphologique des bactéries isolées du site Hamma Bouziane.

Hamma Bouziane
Isolats Gram Formes
H-P1-1 Gram - Coccobacille
H-P1-2 Gram - Bacille
H-P1-3 Gram - Cocci
H-P1-4 Gram - Bacille
H-P1-5 Gram - Coccobacille
H-P1-6 Gram - Coccobacille
H-P1-7 Gram - Bacille
H-P2-1 Gram - Bacille
H-P2-2 Gram - Bacille
H-P2-3 Gram - Coccobacille
H-P2-4 Gram - Coccobacille
H-P2-5 Gram - Bacille
H-P2-6 Gram - Coccobacille
H-P2-7 Gram - Coccobacille
H-P2-8 Gram - Bacille
H-P3-1 Gram + Coccobacille
H-P3-2 Gram - Bacille
H-P3-3 Gram - Coccobacille
H-P3-4 Gram - Coccobacille
H-P3-5 Gram - Bacille
H-P3-6 Gram - Bacille

D’apres le tableau 4, tous les isolats sont des bactéries & Gram — et seulement 1’isolat (H-

P3-1) qui est une bactérie a Gram +, pour la majorité des isolats, ils sont de forme

coccobacille et bacille. L’isolat avec le Gram + n’appartient pas au genre Rhizobium.
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Tableau 05: Test morphologique des bactéries isolées du site Didouche Mourad.

Didouche Mourad
Isolats Gram Formes
D-P1-1 Gram - Bacille
D-P1-2 Gram - Bacille
D-P1-3 Gram - coccobacille
D-P1-4 Gram - Bacille
D-P1-5 Gram - coccobacille
D-P2-1 Gram - Cocci
D-P2-2 Gram - coccobacille
D-P2-3 Gram - coccobacille
D-P2-4 Gram - Bacille
D-P3-1 Gram - Bacille
D-P3-2 Gram - bacille en amas
D-P3-3 Gram - Coccobacille
D-P3-4 Gram - Bacille
D-P3-5 Gram - Bacille
D-P3-6 Gram - Bacille

Tous les isolats qui sont présentés dans la région de Didouche Mourad sont des bactéries a

Gram — (15/15 isolats) et de forme coccobacille ou bacille sauf pour I’isolat (D-P2-1), qui

présente une forme cocci (Tableau 05).

Tableau 06: Test morphologique des bactéries isolées du site Beni H’midene.

Beni H’midene

Isolats Gram Formes
B-P1-1 Gram - coccobacille
B-P1-2 Gram - Bacille
B-P1-3 Gram - Cocci
B-P1-4 Gram - coccobacille
B-P1-5 Gram - Cocci
B-P1-6 Gram - coccobacille
B-P2-1 Gram - Bacille
B-p2-2 Gram - Cocci
B-P2-3 Gram - coccobacille
B-P2-4 Gram - Bacille
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B-P2-5 Gram - Coccobacille
B-P2-6 Gram - coccobacille
B-P3-1 Gram - coccobacille
B-P3-2 Gram - Cocci

B-P3-3 Gram - coccobacille
B-P3-4 Gram - coccobacille
B-P3-5 Gram - coccobacille
B-P3-6 Gram + coccobacille

Les isolats présentés dans la région de Beni H’midene sont des bactéries a Gram — et
seulement 1/18 (B-P3-6) qui est une bactérie a Gram +, donc pas une Rhizobium (Tableau
06).

L’ensemble des résultats obtenus dans les trois sites relatifs a 1’aspect macroscopique et
microscopique, suggerent que la majorité des isolats ont la méme description des Rhizobia
(Vincent, 1970 ; Jordan, 1984).

3. Etude des enzymes respiratoire

Pour effectuer la caractérisation d'une bactérie il est préférable de connaitre son type

respiratoire.

3.1. Recherche de la catalase

La plupart des résultats présentés dans les tableaux 07, 08 et 09 montrent que la majorité
de nos isolats produisent une effervescence au contact de ’eau oxygénée, donc elles sont

catalase positive.

La figure 18 présente une réponse nettement positive a ce test, puisque des bulles d’air sont

observables dans la goutte de peroxyde ajoutée (Photo prise au cours de notre étude).
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Catalase +

Figure 18: Réaction de la catalase positive.

Tableau 07: Test catalase des bactéries du site Hamma Bouziane.

Hamma Bouziane

Isolats Résultats Isolats Résultats
H-P1-1 + H-P2-5 +
H-P1-2 + H-P2-6 -
H-P1-3 + H-P2-7 +
H-P1-4 + H-P2-8 +
H-P1-5 + H-P3-1 +
H-P1-6 + H-P3-2 +
H-P1-7 + H-P3-3 +
H-P2-1 + H-P3-4 +
H-P2-2 - H-P3-5 +
H-P2-3 + H-P3-6 +
H-P2-4 +

Le tableau 07 montre que tous les isolats présentent une catalase positive a I’exception de

deux isolats qui sont H-P2-2 et H-P2-6, qui présentent une absence de ’enzyme catalase,

donc ne permet pas de voir une effervescence.
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Tableau 08: Test catalase des bactéries du site Didouche Mourad.

Didouche Mourad

Isolats Résultats Isolats Résultats
D-P1-1 + D-P2-4 -

D-P1-2 + D-P3-1 +

D-P1-3 + D-P3-2 +

D-P1-4 + D-P3-3 +

D-P1-5 + D-P3-4 +

D-P2-1 + D-P3-5 +

D-P2-2 + D-P3-6 +

D-P2-3 +

Dans le tableau 08, 14/15 isolats issus de la région de Didouche Mourad ont une activité

positive c'est-a-dire présence de ’enzyme de catalase sauf pour 1’isolat D-P2-4 (catalase -).

Tableau 09: Test catalase des bactéries du site Beni H midene.

Beni H’midene

Isolats Résultats Isolats Résultats
B-P1-1 * B-P2-4 *
B-P1-2 * B-P2-5 *
B-P1-3 * B-P2-6 *
B-P1-4 * B-P3-1 *
B-P1-5 * B-P3-2 *
B-P1-6 * B-P3-3 *
B-P2-1 * B-P3-4 +
B-P2-2 * B-P3-5 +
B-P2-3 * B-P3-6 +

D’apres le tableau 9, tous les résultats du test de catalase pour le site Beni h’midene sont

positive.

Selon Vincent (1981), la présence de la catalase est I'une des caractéristiques

principales des isolats de Rhizobium. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus

précédemment par Kravchenko et al. (2004) et Bumunang et Babalola (2014).
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3.2 Recherche de I’oxydase

La recherche de I’oxydase présente un intérét taxonomique en ce qui concerne les bactéries
a Gram négatif. Une réaction oxydase positive se matérialise par 1’apparition d’une
coloration violette a I’endroit ou la colonie a été déposée. 78% des isolats issus de trois

sites sont oxydase négative (Tableaux 10,11 et 12).

Tableau 10: Test oxydase des bactéries du site Hamma Bouziane

Hamma Bouziane

Isolats Résultats Isolats Résultats
H-P1-1 - H-P2-5 -
H-P1-2 - H-P2-6 -
H-P1-3 + H-P2-7 -
H-P1-4 + H-P2-8 -
H-P1-5 - H-P3-1 -
H-P1-6 - H-P3-2 -
H-P1-7 - H-P3-3 +
H-P2-1 - H-P3-4 +
H-P2-2 - H-P3-5 -
H-P2-3 - H-P3-6 -
H-P2-4 -

+ : Présence d’oxydase.
- : Absence d’oxydase.

Tableau 11: Test oxydase des bactéries du site Didouche Mourad.

Didouche Mourad

Isolats Résultats Isolats Résultats
D-P1-1 - D-P2-4 -

D-P1-2 + D-P3-1 -

D-P1-3 - D-P3-2 -

D-P1-4 - D-P3-3 +

D-P1-5 - D-P3-4 +

D-P2-1 - D-P3-5 +

D-P2-2 - D-P3-6 +

D-P2-3 -

+ : Présence d’oxydase.
- : Absence d’oxydase.
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Tableau 12: Test oxydase des bactéries du site Beni h’midene

Beni hmidene
Isolats Résultats Isolats Résultats
B-P1-1 i B-P2-4 i
B-P1-2 - B-P2-5 +
B-P1-3 - B-P2-6 +
B-P1-4 i B-P3-1 i
B-P1-5 + B-P3-2 i
B-P1-6 i B-P3-3 i
B-P2-1 - B-P3-4 -
B-P2-2 i B-P3-5 i
B-P2-3 i B-P3-6 -

+ : Présence d’oxydase.
- : Absence d’oxydase.

Sur I’ensemble de 54 isolats, 17/21 isolats du site Hamma Bouziane, 10/15 isolats pour le

site Didouche Mourad ainsi que 15/18 pour le site beni H’'midene présentent une réaction

négative pour le test d’oxydase (Tableaux 10, 11 et 12). Cela signifie que la majorité des

isolats sur lesquelles nous travaillons ne possedent pas l'enzyme respiratoire cytochrome

oxydase.

4. Utilisation des sucres comme seule source de carbone

Les résultats indiqués dans les tableaux (13, 14 et 15) montrent que nos isolats différents

dans leur aptitude a assimiler les différents sucres (Saccharose, Galactose, Lactose et

Fructose), et présentent une croissance plus ou moins variable (Fig.19).

Figure 19: Assimilation des sucres pour quelques isolats étudiés.
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Tableau 13: Assimilation des sucres par les isolats du site Hamma Bouziane.

Hamma Bouziane

Isolats Saccharose Galactose Lactose Fructose
H-P1-1 ++ ++ ++ ++
H-P1-2 ++ ++ ++ ++
H-P1-3 ++ ++ ++ ++
H-P1-4 ++ ++ ++ ++
H-P1-5 + ++ ++ ++
H-P1-6 ++ ++ ++ ++
H-P1-7 ++ ++ ++ ++
H-P2-1 + + ++ +
H-p2-2 ++ + + +
H-P2-3 ++ ++ ++ ++
H-P2-4 ++ ++ ++ ++
H-P2-5 ++ ++ ++ ++
H-P2-6 ++ ++ ++ ++
H-P2-7 ++ ++ ++ ++
H-P2-8 ++ ++ ++ ++
H-P3-1 + ++ + ++
H-P3-2 ++ + ++ ++
H-P3-3 ++ ++ + ++
H-P3-4 ++ ++ ++ ++
H-P3-5 ++ ++ ++ ++
H-P3-6 ++ ++ ++ ++

++ : Bonne croissance (apres 24h d’incubation).
+ : croissance moyenne (apres 48h d’incubation).
- 1 Pas de croissance.

Tous les isolats du site Hamma Bouziane (21/21)

sucres comme source de carbone (Tableau 13).

ont la capacité¢ d’assimiler les quatre
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Tableau 14: Assimilation des sucres par les isolats du site Didouche Mourad.

Didouche Mourad

Isolats Saccharose Galactose Lactose Fructose
D-P1-1 ++ ++ + ++
++ ++ ++ ++
D-P1-2
D-P1-3 - * * -
D-P1-4 + ++ + +
- + + -
D-P1-5
D-P2-1 ++ ++ ++ +
D-P2-2 ++ ++ ++ +
D-P2-3 + + + +
D-P2-4 ¥ * * *
D-P3-1 + + ++ ++
+ + + ++
D-P3-2
D-P3-3 + ++ ++ +
D-P3-4 + ++ ++ +
++ ++ ++ ++
D-P3-5
D-P3-6 ++ ++ ++ ++

++ : Bonne croissance (apres 24h d’incubation).
+ : croissance moyenne (apres 48h d’incubation).
- :Pas de croissance.

Les isolats issus du site Didouche Mourad (Tableau 14), montrent une croissance variable

en présence des différents sucres et seulement I’isolat D-P1-3 et D-P1-5 qui n’assimilent ni

le saccharose ni le fructose.
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Tableau 15: Assimilation des sucres par les isolats du site Beni hmidene.

Beni hmidene

Isolat Saccharose Galactose Lactose Fructose

++ ++ ++ ++
B-P1-1

++ ++ ++ ++
B-P1-2

+ + + +
B-P1-3

++ ++ ++ ++
B-P1-4

++ ++ + +
B-P1-5

+ + + +
B-P1-6

++ ++ ++ ++
B-P2-1

++ ++ ++ ++
B-P2-2

++ + + -
B-P2-3

+ ++ ++ +
B-P2-4

++ ++ ++ ++
B-P2-5

++ ++ ++ ++
B-P2-6

++ + + +
B-P3-1

++ ++ + -
B-P3-2

++ ++ ++ ++
B-P3-3

++ ++ ++ ++
B-P3-4

++ ++ ++ +
B-P3-5

++ ++ ++ +
B-P3-6

++ : Bonne croissance (apres 24h d’incubation)
+ : croissance moyenne (apres 48h d’incubation)
- :Pas de croissance

Tous les isolats du site Beni H’midene montrent une croissance variable en présence des
quatre sucres sauf pour les deux isolats (B-P2-3 et B-P3-2), qui n’ont pas la capacité

d’assimiler le fructose et présentent une assimilation pour les autres sucres (Tableau 15).

D’aprés les trois tableaux, nous remarquons que le galactose est le seul sucre qui est
assimilé par tous les isolats, le lactose et le saccharose sont assimilés par la plupart des

isolats, tandis que le fructose est le substrat le moins assimilé.

Selon Graham et parcker (1964), les bactéries a croissance rapide présentent une
assimilation tres large vis-a-vis des substrats carbonés par rapport aux bactéries a
croissance lente. De méme, Maatallah et al. (2002) a constaté que les Rhizobia a croissance

rapide sont capable de se développer sur une grande variété de substrats carbonés, alors

46



Partie Résultats et Discussion

que les Rhizobia a croissance lente sont limités dans leur capacité a assimiler les

différentes sources de carbone.

Il a été montré que les isolats a croissance rapide possédent une préférence pour les
disaccharides (saccharose et lactose) (Stowers, 1985), ce qui est en accord avec nos
résultats.

5. Resistance aux antibiotiques

Les résultats indiquent que nos isolats montrent des réponses variables aux différents

antibiotiques testés (Fig.20).

| PENICILLINE | | cEFAZOLINE |

[[AMoXiCiLLINE | . GENTAMICINE |

Figure 20: Résultat du quelques isolats pour les antibiotiques étudiés.

D’apres les tableaux 16, 17 et 18 de la résistance aux antibiotiques, on remarque qu’il y a
une grande sensibilité pour les quatre antibiotiques. Nous avons remarqué que 48/54
isolats présentent une sensibilité & la Gentamicine, 41/54 isolats pour la Céfazoline, 40
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isolats pour I’Amoxicilline et 30/54 isolats sont sensibles a la Pénicilline, donc

’antibiotique qui présente plus de résistance par nos isolat est la Pénicilline.

Tableau 16: Résistance aux antibiotiques pour le site Hamma Bouziane.

Hamma Bouziane

Isolats Pénicilline Gentamicine | Amoxiciline

Céfazoline

H-P1-1 - * -

H-P1-2

H-P1-3

H-P1-4

H-P1-5

H-P1-6

H-P1-7

H-P2-1

H-P2-2

H-P2-3

H-P2-4

H-P2-5

H-P2-7

H-P2-8

H-P3-1

H-P3-2

H-P3-3

H-P3-4

H-P3-5 " - -

+ - -

H-P3-6

++ Forte résistance
+ Faible résistance
- sensible

Les isolats présentés dans le tableau 16, montrent une résistance de 8/20 isolats pour la

Pénicilline et 5/20 isolats pour 1I’Amoxicilline et la Céfazoline, alors que tous les isolats

sont sensibles a la Gentamicine sauf (H-P1-1).
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Tableau 17: Résistance des antibiotiques pour le site Didouche Mourad.

Didouche Mourad

Isolats

Pénicilline

Gentamicine

Amoxicilline

Céfazoline

D-P1-1

+

D-P1-2

+

D-P1-3

++

D-P1-4

D-P1-5

D-P2-1

D-P2-2

D-P2-3

D-P2-4

D-P3-1

D-P3-2

D-P3-3

D-P3-4

D-P3-5

+| +| +

D-P3-6

+

++ Forte résistance
+ Faible résistance

- sensible

Le tableau 17 montre une résistance pour la majorité des isolats pour la Pénicilline et

I’ Amoxicilline et 4/15 isolats résistent contre la Céfazoline, alors que tous les isolats sont

sensibles a la Gentamicine sauf (D-P2-1 et D-P2-2).

Tableau 18: Reésistance des antibiotiques pour le site Beni H’midene.

Beni Hmidene

Isolats

Pénicilline

Gentamicine

Amoxiciline

Céfazoline

B-P1-1

+

+

+

B-P1-2

+

+

B-P1-3

B-P1-4

B-P1-5

B-P1-6

B-P2-1

B-P2-2

B-P2-3
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B-P2-4
B-P2-5
B-P2-6
B-P3-1
B-P3-2
B-P3-3
B-P3-4
B-P3-5

B-P3-6
++ Forte résistance
+  Faible résistance
- sensible

+| +| +] +

Le tableau du site Beni H’midene (Tableau 18) montre une sensibilité des isolats pour les

quatre antibiotiques étudies.

Les résultats des trois sites sont en accord avec ceux d’Elkan (1992) qui a montré
que les Rhizobia a croissance rapide sont plus sensibles aux antibiotiques que les Rhizobia
a croissance lente. De plus, Beck et al. (1993) insistent sur I’utilisation de la résistance aux
antibiotiques dans les études sur les Rhizobia en tant que moyen d’identification et

comparaison des isolats.

6. Analyse des caracteres PGPR

6.1. Solubilisation du phytate

L’étude de la capacité des isolats bactériens a libérer le phosphate minérale a été réalisée

avec un test qualitatif sur milieu solide (NBRIP).

Sur ’ensemble des 54 isolats testés, 45 isolats ont été capables de solubiliser la source de
phosphore utilisé qui est le phytate (Tableaux 19, 20 et 21), cette solubilisation est traduite
par la présence d’un halo autour de la colonie bactérienne (Fig.21). Ce résultat ne peut étre
confirmé que par le dosage de I’activité de I’enzyme phytase, ce est en accord avec les
résultats du Appl. Biosci (2018).
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Figure 21: Solubilisation du phytate sur le milieu «<NBRIP» par les rhizobactéries.

(1)

(1): (A) : Solubilisation, (B) : Pas de solubilisation ; (2) : Formation d’un halo indiquant la
solubilisation du phytate.

Tableau 19: Test qualitatif des bactéries solubilisant la phytate de la région Hamma

Bouziane

Hamma Bouziane
Isolats Résultats Isolats Résultats
H-P1-1 ++ H-P2-5 -
H-P1-2 ++ H-P2-6 -
H-P1-3 ++ H-P2-7 ++
H-P1-4 ++ H-P2-8 ++
H-P1-5 ++ H-P3-1 -
H-P1-6 ++ H-P3-2 ++
H-P1-7 ++ H-P3-3 ++
H-P2-1 ++ H-P3-4 ++
H-P2-2 - H-P3-5 ++
H-P2-3 - H-P3-6 ++
H-P2-4 -

++ : Solubilisation rapide ; + : Solubilisation moyenne, - : pas de solubilisation du phytate.

Les résultats du site Hamma Bouziane, montrent que les majorités des isolats (15/21) sont

capable de solubiliser le phytate (tableau 19).
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Tableau 20: Test qualitatif des bactéries solubilisant le phytate de la région Didouche

Mourad.
Didouche Mourad
Isolats Résultats Isolats Résultats
DP11 ++ D P22+ +
DP11+ ++ DP31 ++
DP12 ++ D P31+ ++
D P12+ - DP32 ++
DP13 - D P32+ ++
DP21 ++ DP33 ++
D P21+ + D P33+ ++
DP22 +

++ : Solubilisation rapide ; + : Solubilisation moyenne, - : pas de solubilisation du phytate.

Parmi les bactéries de la région de Didouche Mourad (Tableau 20), il y a 13 sur 15 isolats

qui ont pu pousser sur un milieu contenant que le phytate comme source de phosphore.

Tableau 21: Test qualitatif des bactéries solubilisant le phytate de la région Beni

H’midene.

Beni hmidene
Isolats Résultats Isolats Résultats
B-P1-1 +t B-P2-4 +t
B-P1-2 +t B-P2-5 +t
B-P1-3 - B-P2-6 +t
B-P1-4 +t B-P3-1 +
B-P1-5 +t B-P3-2 +t
B-P1-6 B-P3-3 +t
B-P2-1 B-P3-4 +t
B-P2-2 +t B-P3-5 +t
B-P2-3 +t B-P3-6 +t

++ : Solubilisation rapide ; + : Solubilisation moyenne, - : pas de solubilisation du phytate.
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Tous les isolats de la région de Beni h’midene présentent un résultat positive pour le test

de phytate sauf pour I’isolat B-P1-3 qui n’a pas pu pousser sur milieu NBRIP.

A partir de cinquante-quatre isolats de départ quarante-deux isolats ont été sélectionnés
pour étudier les deux mécanismes PGPR : Production de I’acide Indole Acétique (AlA) et
I’activité nitrate réductase, on a éliminé le reste des isolats qui présentent les mémes

réponses.
6.2. Dosage de I’acide indole acétique

Les PGPR peuvent contribuer a I’amélioration du développement des végétaux avec la
production de différentes phytohormones, dont I’auxine (Kloepper et al., 2007). Cette
hormone représenté principalement par ’acide indole-acétique (AlA), qui fonctionne
comme une molécule-signal importante dans la régulation du développement des plantes
(Spaenpen et al., 2007).

L’ensemble des isolats ont été testés pour leur capacité a produire cette hormone. La
production d’auxines dans le milieu LB se traduit par une coloration rose a rouge apres
I’ajout du réactif Salkowski aux surnagent (Fig.22). L’intensité de la couleur varie selon le
taux d’AIA produite. La densité optique a été mesurée a 530 nm et les concentrations de

I’ ATA ont été déterminées a 1’aide d’une courbe d’étalonnage (Annexe 8).

Figure 22: Production de I’AIA par les rhizobactéries sur milieu LB liquide.
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Les résultats obtenus ont montré que les quantités d’auxine produites par les isolats

bactériens varient de 119,09 a 2.38 pg/Absorbace 1 de bactéries pour le site Hamma
Bouziane (Fig. 23-H), de 54,91 a 4,73 pg/Absorbace 1 de bactéries pour le site Didouche
Mourad (Fig. 23-D) et de 27,35 a 2,29 ug/Absorbace 1 de bactéries pour le site Beni

H’midene (Fig. 23-B).
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Figure 23: Concentration d’auxine produite par les bactéries isolées des nodosités des trois

sites. H : Hamma Bouziane, D : Didouche Mourad, B : Beni H’midene.
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Les résultats obtenus de trois sites (Fig. 23), montrent que tous les isolats ont produit de

I’ATA, mais a des quantités variables.

L’analyse de la variance confirme cette observation, marquant une différence
significative (P < 0,0001) pour tous les isolats. En effet, le test de Tukey de la
comparaison des moyennes permet de mentionner sept groupes pour le site Hamma
Bouziane avec une valeur maximale pour deux isolats qui sont H-P1-4 et H-P2-8 qui
appartiennent au groupe A (Fig. 23H), six groupes pour le site Didouche Mourad avec une
valeur maximale pour l’isolat D-P1-3 (Fig. 23D) et huit groupes pour le site Beni

H’midene a une valeur maximale pour I’isolat B-P3-1 (Fig. 23B).

D’apres les trois graphes (Fig. 23), on remarque que les isolats du site Hamma
Bouziane sont les plus producteurs d’AIA, qui présentent le taux le plus élevé par rapport
aux autres sites, I’AIA est généralement synthétisée par des rhizobactéries a partir de la
dégradation du tryptophane, qui se trouve a différentes concentrations dans les exsudats
racinaires selon le génotype de la plante (Kamilova et al., 2006) et le mode d'expression
(constitutive ou induite) (Ahemad et Kibret 2013).

Plusieurs microorganismes ont aussi la capacité de produire des auxines, des
gibbérellines et des substances de type Kinétines in vitro. Selon certains auteurs, les
régulateurs de croissance qui sont produits dans la rhizosphére peuvent étre prélevés
directement par les racines et stimuler la croissance de la plante. Les quantités produites
varient avec le microorganisme impliqué et la présence des précurseurs métaboliques des
régulateurs de croissance. La L-tryptophane est le précurseur des auxines chez les
microorganismes, dont des Azotobacter, des Azospirillum, des Rhizobium, des

Pseudomonas et des Bacillus spp (Beauchamp, 1993).

6.3 Activité nitrate réductase
Aprés I’addition de volume des réactifs nitrates 1 et 2, 14 isolats donnent une couleur rose
se qui signifie qu’elles posseédent une enzyme nitrate réductase qui décompose les nitrates

en nitrites, la couleur rose indique la présence des nitrites réduite a partir du nitrate, une

réaction négative présente des tubes incolore (Fig.24).
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Figure 24: Résultats de I’activité nitrate réductase aprés 1’ajout des réactifs let 2.

La coloration rose traduit la décomposition de nitrate en nitrite selon la réaction suivante :

NOs + 2 H+ + 2 e =>NO> + H»0.

De plus la densité optique a été mesurée a 620 nm et les concentrations de nitrate ont été

déterminées a ’aide d’une courbe d’étalonnage (Annexe 9).

Les résultats du test qualitatif montrent que 34% des isolats testés possédent 1’enzyme

nitrate réductase (NR+). 28/42 isolats restent incolore (Tableau 22).

Tableau 22: Test qualitatif de 1’activité nitrate réductase aprés I’ajout des réactifs Griess 1

et Griess 2.
Résultat Isolat Résultat

Isolat

H-P1-1 ++ D-P2-1 .
H-P1-2 e D-P2-2 .
H-P1-3 ++ D-P2-3 -
H-P1-4 - D-P2-4 -
H-P1-6 - D-P3-1 +
H-P1-7 D-P3-3 -
H-P2-1 - D-P3-5 -
H-P2-2 + B-P1-1 -
H-P2-3 + B-P1-2 -
H-P2-6 - B-P1-3 -
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H-P2-7 - B-P1-4 -
H-P2-8 - B-P1-5 +
H-P3-1 - B-P2-1 -
H-P3-2 - B-P2-3 -
H-P3-3 + B-P2-4 HHt
H-P3-4 + B-P2-5 +
H-P3-6 - B-P3-1 +t
D-P1-2 + B-P3-2 +
D-P1-3 + B-P3-3 -
D-P1-4 + B-P3-4 it
D-P1-5 - B-P3-5 i
(+++ : Rose foncé,  ++ : Rose moyen, + : Rose clair - 1 incolore)

Une réaction négative ne signifie pas automatiquement qu’il n y a pas de Nitrate
réductase (NR), mais ceci peut aussi signifier que la bactérie posséde une autre enzyme,
qui est la Nitrite Réductase (NiR), et que le nitrite produit par 1’action de la Nitrate
Réductase a éte réduit lui-méme en ammonium par I’action de la NiR. A cet effet et a fin
de vérifier la présence de nitrate dans le milieu ou non pour les résultats qui sont négatives,
on ajoute la poudre de Zinc qui joue le méme role que la Nitrate Reéductase vis a vis des
nitrates pour les tubes incolore (NR-), donc le Zinc induit une réaction chimique en
présence de nitrate et grace a cette réaction, il y aura production de nitrite. Apres quelques
minutes: une apparition de la couleur rose signifiant la présence des ions nitrite dans le
milieu, donc le nitrate qui était dans les tubes n’a pas été réduit par la NR et la NiR. Donc
la bactérie ne possédait pas cette enzyme: c’est un résultat négatif (NR-). Par contre,
I’absence de la coloration, et donc I’absence des ions nitrite dans le milieu et par
conséquent I’absence aussi du nitrate, ce qui indique un résultat positif pour les deux
enzymes (NR+) et (NiR+).

L’ensemble de nos isolats qui ont présenté un résultat presque négatif apres 1’ajout des
deux réactifs de la NR, restent incolore apres 1’addition de poudre de Zinc (Fig. 25). Cela
signifie que les nitrates du milieu ont été réduit par les bactéries et 1’addition de poudre de
Zinc ne peut produire de nitrites, la Nitrate Réductase et donc positive (NR+), ainsi que la
Nitrite Réductase (NiR) (Fig.25).
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Figure 25: Résultats du nitrate réductase aprées ajout de poudre de zinc.

Dans les milieux biologiques, la transformation des ions NOsz  en ions NO2 ne peut
s’effectuer que sous I’action d’une enzyme : la 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).

Les résultats de dosage du nitrate réductase sont présentés sur les graphes ci-dessous
(Fig.26).
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Figure 26: Concentration de nitrate produite par les bactéries de trois sites étudiés

par une absorbance bactérienne égale a 1.
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Les résultats présentés dans la figure 26 ont montré que les quantités de nitrate produites
par les isolats bactériens ont été faibles voir méme absente pour quelques isolats de trois
sites.

Le test de tukey de la comparaison des moyennes (P < 0,0001) permet de mentionner des
résultats significatifs pour les 42 isolats testés. Le site Hamma Bouziane (Fig. 26H),
montre des quantités faibles entre 0 et 0,194 avec 6 groupes, la valeur maximale présente
le groupe (A), alors que les restes des isolats sont presque proches pour les isolats du
méme groupe (Fig. 26H). Pour le site Didouche Mourad (Fig.26D) les résultats obtenus
sont de 0 & 0,752 et avec 7 groupes. De méme, le site Beni H’midene (Fig. 26B) présente

que 2 groupes (A et B) avec des quantités tres faible par rapport aux deux autre sites.

D’apres les graphes ci-dessus (Fig.26) on a estimé que seule 1’isolat D-P2-3 qui a
une activité nitrate réductase assez elevée (0,752 mM/absorbancel) par apport aux autres
isolats qui ont une faible activité ou presque n’ont pas d’activité (H-P2-7,D-P1-4,D-P2-
2,D-P3-5,B-P1-2,B-P1-3,B-P2-2 et B-P2-4), cela est référant a la croissance des bactéries
qui n’ont pas pu pousser dés le début en présence de nitrate, ce résultat peut étre expliqué
aussi, par la présence de la NiR qui a réduit la quantité de nitrite dans le milieu. Afin de
mieux évaluer I’activité Nitrate Réductase et Nitrite Réductase, il faut réaliser des

cinétiques de ces deux activités enzymatiques.

La reduction des nitrates ou des nitrites constitue 1’un des caracteres taxonomiques
importants (Joffin et al., 2006). De plus, la variabilité de 1’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 invective.

60



Conclusion

Conclusion

Cette recherche a pour but d’une part d’étudier les Rhizobia des nodosités de la feve

et d’une autre part la détermination de quelques modes d’action des PGPR sur ces isolats.

La premiére étude consiste a isoler des bactéries symbiotiques isolées des nodosités
de la racine de la Feve (Vicia faba L.), de trois sites du nord de Constantine qui sont :
Hamma Bouziane (H), Didouche Mourad (D) et Beni H’midéne (H).

Au terme de cette étude, nous retiendrons que:

-La plupart des isolats sont des bactéries a Gram négatives de différentes formes, et qui
présentent une croissance rapide et détectable sur le milieu de culture YMA+ Rouge de
Congo (RC). Nos résultats montrent que la plupart des isolats étudiés ont I’enzyme catalase

mais n’ont pas I’oxydase.

-Une gamme d’utilisation de substrats carbonés comme source de carbone, avec
I’utilisation de quatre sucres dont: Saccharose, Galactose, Lactose et Fructose.
L’observation de Iutilisation de ces sucres par les différents isolats a montré une
variabilité¢ d’assimilation qui différe d’un site a ’autre et d’un sucre a un autre, la majorité
des isolats ont bien assimilé les différents sucres, sauf pour le fructose qui a été mal
assimile.

-L’évaluation de la résistance des isolats €tudiés aux antibiotiques montre une sensibilité
vis-a-vis de quatre antibiotiques surtout pour la Gentamicine. Ces criteres correspondent a
la description des Rhizobia.

L’¢étude relative au réle des rhizobactéries dans la croissance et I’amélioration des espéces
végétales constitue a I’heure actuelle un enjeu majeur. Pour cela, nous avons effectué une

étude sur les caractéres des PGPR.

-Les résultats obtenus pour le test de solubilisation de phytate montrent que les isolats
testés ont la capacité de pousser sur milieu NBRIP ou seul source de phosphore est le
phytate. Ensuite, les isolats sélectionnés montrent la capacité de produire de I’auxine et a

dégrader le nitrate par le biais de la Nitrate Réductase.
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-Une analyse statistiques sur la production de I’AIA et 1’Activité Nitrate Réductase,
montrent la présence des groupes significatifs et permet de faire une comparaison entre les
trois sites étudiés.

Les résultats montrent que les isolats du site Hamma Bouziane sont les plus producteurs
d’AIA, qui présentent le taux le plus élevé par rapport aux autres sites, pour lactivites
nitrate reductase , les quantités de nitrate produites par les isolats bactériens ont été faibles
voir méme absente pour quelques isolats de trois sites.et seule I’isolats D-P2-3 qui a une

activité nitrate réductase assez élevée par apport aux autres isolats .

En perspective, il est souhaitable d’¢largir cette étude par d’autres paramétres
biochimiques et physiologiques, étude de I’effet des métaux lourds, 1’effet de la salinité, du
PH et de la température sur la croissance bactérienne, il est aussi important d’étudier le
comportement de resistance des Rhizobia en présence d’autres antibiotiques (réaliser un
antibiogramme) et d’autres sucres. Une identification des différents isolats par une analyse

moléculaire et génotypique des Rhizobia étudiés est aussi nécessaire.

De méme, il est important d’étudier d’autres modes d’action des PGPR avec
I’évaluation de D’activité de certaines enzymes important dans [’amélioration de la

croissance de la plante.
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Composition des milieux de cultures et réactifs utilisés

1. Milieu YMA(Yeast Mannitol Agar)(1L)

Mannitol 109
Extrait de levure 0,59
K2HPO4 0,59
MgSOs, 7TH20 0,29
NaCl 0,19
Agar 159
Eau distillée 1000 ml

-Le pH est ajusté a 7

-Stérilisé a 120°C pendant 20 min.

1.1 Composition de milieu YMA+ Rouge Congo en ¢/l

YMA

1000 ml

Solution stock de Rouge Congo

10 ml

-Le pH est ajusté a 7

-Stérilisé a 120°C pendant 20 min.

2. Milieu NBRIP (National Botanical Research Institue’s phosphate)(1L)

Glucose 10¢g
Mgcl, H.0 59
MgSO4 7H20 0,25¢
Kcl 029
(NH4) SO4 1g
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Phytate 59
H-0 1000 ml
Agar 159
-Le pH est ajusté a 7

-Stérilisé & 120°C pendant 20 min.

3. Milieu LB (1 L)

Tryptone 10 g
Extrait de levure 59

Nacl 59

-Rajouter 0,5 g de Tryptophane
-Le pH est ajusté a 7

-Stérilisé a 120°C pendant 20 min

4. Réactifs de Salkowski

Solution de 50 ml (Il fautpréparer plus environ 150 ml)

Eau distillée 27.8 ml
H2S04 22.2 mi
Fecls 06¢g

5. Solution d'auxine

Solution mére d’auxine

Eau distillée 50 ml
Auxine 0.01g
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6. Milieu NFB + KNO3 (1L)

Eau distillée 1000 ml
Acide malique 50
K2HPO4 0,96 g
KH2PO4 0,649
MgS042H.0 029
CaCl; 2H:0 0,026 g
NaMOO; H20 0,02¢g
MnCl. 4H.0 0,007 g
KNOs lg
NaCl 01g

Fe EDTA 0,065¢
-PH =6,8

-Stérilisé a 120°C pendant 20 min.

7- Solution de dosage de nitrite

7-1 Solution A (100ml)

N-(1Naphtyle) ethyléne diamine 0,02 g
Solution Hcl 12,5 ml
Eau distillée 87,5 ml
7-2 Solution B (100ml)

Acide sulfanique 1g
Solution Hcl 12,5 ml
Eau distillée 87,5 ml
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8- Courbe d’étalonnage auxine
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