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Résumé

Ayant comme objectif la mise en évidence de I’intérét des bactéries nodulaires du pois
chiche, sur la plante hote et sur son environnement, cette étude s’est focalisée sur 16 bactéries
nodulaires diversifiées en genre et en espéces en testant leur pouvoir sur trois types d’activité
biologique. Le pouvoir de transformer 1’azote est vérifié via deux tests, mettant en évidence la
présence de la nitrate réductase et de la nitrogénase. Le pouvoir de solubilisation du phosphate
naturel (phosphate tricalcique) est cherché qualitativement sur trois milieux solides différents
et quantitativement sur le milieu liquide NBRIP. L’activité antimicrobienne des bactéries
nodulaires est testée contre six bactéries pathogenes par la méthode de disque et contre deux
champignons phyto pathogenes par confrontation directe sur milieu gélosé. La plupart des
bactéries nodulaires testées ont montré leur capacité de réduire et de fixer I’azote. Six
bactéries ont révélé leur pouvoir de solubiliser le phosphate naturel. Trois de ces derniéres
sélectionnés via leur indice de solubilisation, ont subi un test qualitatif. Le résultat montre
que la plus grande quantité du phosphate naturel est libérée pendant le deuxiéme jour
d’incubation pour les trois bactéries testées. Cette solubilisation est accompagnée d’une chute
de pH dans le cas de deux bactéries et une stabilité de ce dernier dans le cas de la souche
M.ciceri qui a enregistré la plus grande quantité de phosphate solubilisé. La plus importante
activité antibactérienne et antifongique est montrée par le genre nodulaire Burkholderia
contre le plus grand nombre de bactéries pathogéenes, et contre les deux champignons

phytopathogeénes utilisés.

Avec ces qualités détectées dans cette étude, ces bactéries nodulaires pourraient étre efficaces
dans le bio contr6le de divers agents microbiens phytopathogénes ainsi que dans la

biofertilisation du sol.

Mots clés : Pois chiche, antagonisme, fixation d’azote, solubilisation.



Summary

With the objective of highlighting the interest of nodular bacteria in chickpea, on the host
plant and its environment, this study focused on 16 nodular bacteria diversified in genus and
species by testing their power over three types of biological activity. The ability to transform
nitrogen is verified via two tests, highlighting the presence of nitrate reductase and
nitrogenase. The solubilization capacity of the natural phosphate (tricalcium phosphate) is
sought qualitatively on three different solid media and quantitatively on the liquid NBRIP
medium. The antimicrobial activity of nodular bacteria is tested against six pathogenic
bacteria by the disk method and against two phyto pathogenic fungi by direct comparison on
agar medium. Most of the nodular bacteria tested showed their ability to reduce and fix
nitrogen. Six bacteria revealed their ability to solubilize phosphate rock. Three of these
selected by their solubilization index, have undergone a qualitative test. The result shows that
the largest amount of phosphate rock is released during the second day of incubation for the
three bacteria tested. This solubilization is accompanied by a drop in pH in the case of two
bacteria and a stability of the latter in the case of the strain M.ciceri which recorded the
largest amount of solubilized phosphate. The most important antibacterial and antifungal
activity is shown by the Burkholderia nodular genus against the largest number of pathogenic

bacteria, and against the two phytopathogenic fungi used.

With these qualities detected in this study, these nodular bacteria could be effective in the bio-

control of various phytopathogenic microbial agents as well as in soil biofertilization.

Key words: Chickpea, antagonism, nitrogen fixation, solubilization.
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Introduction

Les légumineuses sont considerées comme un don précieux de la nature. Elles jouent un
role important dans les balances alimentaires de nombreuses populations humaines en
constituant un assesseur alimentaire pour la plupart des pauvres a travers le monde. Les
légumineuses constituent une source importante des proteines végeétales qui contribue a
compenser le déficit en protéines animales (Duranti et Gius, 1997). Elles occupent également
une place importante dans [’agriculture et 1’économie, sans négliger leur importance
écologique qui se manifeste notamment dans 1’amélioration de la fertilité des sols grace a leur

capacité de fixer 1’azote atmosphérique.

La culture des Iégumineuses dans le monde se focalise principalement dans le continent
asiatique avec un taux de 49%, suivi par la superficie africaine avec 21,68% dont la
production est jugée faible, en bas de I’échelle, le continent américain est marqué par le
moindre taux de 18,97%. (FAOSTAT, 2013).

En Algérie, seulement 3,3% de sa superficie totale est exploitée pour la production
agricole (FAOSTAT, 2014). Cette activité agricole se localise dans la zone pluvieuse du nord,
d’une autre part, une croissance démographique rapide est y marquée dernierement; deux
raisons suffisantes pour entrainer de grandes pressions dans les ressources de la terre, surtout

celles a profil agricole.

L une des plus importantes légumineuses a graines en Algérie est le pois chiche (Cicer
arietinum L.), un légume qui occupe la deuxieme position apres la féve. Sa culture a connue
depuis I’indépendance une évolution progressive sur le plan des superficies et dans la
consommation, mais une régression dans la productivité. Les causes d’ordre agro-technique
de cette régression, sont souvent discutées alors que les causes symbiotiques sont beaucoup
plus négligées (Hamadache et Ait Abdallah, 1998).

Afin de combler ce déficit de production en pois chiche et de satisfaire les besoins de la
population algérienne, des efforts importants des cultivateurs et des responsables de
I’agriculture ont permis une augmentation remarquable en rendement, 25497 hg/ha en 2015,
22961hg/ha en 2016 et 28553hg/ha en 2017 (FAOSTAT, 2017). Cette amélioration a été

1
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obtenue au prix d’une augmentation de la surface de culture et d’une utilisation des semences
d’hivers moins couteuses. Malgré tous ces efforts, le rendement du pois chiche est toujours
insuffisant par rapport aux besoins du pays, ce probléme devrait étre traité par d’autres

solutions innovantes (FAOSTAT, 2017).

L'inoculation des légumineuses par des rhizobias efficients est devenue un moyen efficace
et pratique pour un bon enrichissement de sols pauvres en azote. Actuellement, I’inoculation
est appliquée dans plusieurs pays, notamment au Brésil ou I’inoculation du soja (Glycine max
L.) permet une grande économie d'engrais azotés (Santos et al., 2006). Malheureusement en

Algérie, I’inoculation est peu connue et n’est utilisée qu’a titre expérimental.

La symbiose Rhizobium-Légumineuse fournit chaque année, a I'échelle de la planéte, une
quantité d'azote équivalente a celle synthétisée par voie chimique dans l'industrie des engrais,
(Sebihi, 2008). Ainsi, il est estimé que 80% d’azote des plantes legumineuses pourrait étre
assuré par la flore symbiotique nodulaire (FSN), (Larue et Patterson, 1981) a I’intérieur de

petites excroissances appelées nodules, ou nodosités.

Récemment, des études sur les bactéries nodulaires du pois chiche ont mis en évidence, en
plus du genre Mesorhizobium, spécifique de cette Iégumineuse (Nour et al., 1994), la présence
du genre Burkholderia, et en plus des rhizobiums eux méme, des bactéries non rhizobiums
étaient présentes dans les nodules (Dekkiche et al., 2017). Cette importante diversité et
hétérogénéite en type bactérien nodulaire entre rhizobium et non rhizobium ouvre la porte a
plusieurs questions, ciblant notamment le réle exacte de chacun de ces bactéries dans les
nodules du pois chiche.

L’objectif de cette étude vise a examiner quelques caractéristiques de certaines bactéries
nodulaires du pois chiche, dérivantes de leurs activités biologiques. Dans ce contexte, des
tests sont réalisés pour mettre en évidence la capacité de ces bactéries a fixer I’azote, a
solubiliser le phosphate inorganique, a protéger les graines de pois chiche contre certaines

bactéries pathogenes et a mettre en evidence la capacité antifongique.

Pour donner a cette étude un aspect plus scientifique, le présent travail est divisé en trois
grandes parties : une partie bibliographique traitant les principales parties ciblées dans les

manipulations réalisées. Une partie « Matériel et méthodes » qui explique les préparations et
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les tests réalisés, enfin la troisieme partie qui expose les résultats obtenus suivis par leur

discussions, une conclusion et des perspectives soulignés.
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I. Les légumineuses

1.1. Généralité

Les légumineuses autrement dit fabacees, constituent la troisieme super famille par ordre
d'importance chez les Angiospermes avec prés de 20000 especes réparties dans 800 genres
(Petr Smykal et al., 2015). Ces plantes sont des dicotylédones a fleur dont le fruit est une

gousse.

De nombreuses légumineuses constituent une source majeure de protéines et d’huiles
végétales (Graham et Vance, 2003). Il s’agit d’une famille qui fournit le plus grand nombre
d’especes utiles aussi bien a I’homme (haricot, pois, féve ...) qu’a I’animal (soja, luzerne ...),
c’est la raison pour laquelle elles sont largement cultivées sur une importante surface de la

planéte.

1.2. Classification

Les Fabaceae sont divisées en trois sous-familles, selon une classification basée sur leur
forme florale. Deux sont monophylétiques (Papilionoideae, Mimosoideae) et la troisieme est
paraphylétique (Caesalpinoideae) (Guignard et Dupont, 2005).

— La sous-famille des Caesalpinoideae, comprenant environ 150 genres et 2200 espéces,
rassemble principalement des arbres ou des arbustes retrouvés en régions tropicales et
subtropicales (Crété, 1965).

— La sous-famille des Mimosoideae rassemble surtout des arbres et des arbustes des régions
tropicales et subtropicales. Cette sous-famille posséde plus d’une soixantaine de genres et
environ 2500 espéces (Crété, 1965).

— Enfin, la sous-famille monophylétique des Papilionoideae renferme plus de deux tiers des
especes et inclut presque toutes les Iégumineuses économiquement importantes. Elle
représente la plus grande sous-famille avec 476 genres et environ 14000 espéces (Doyle et
Luckow, 2003). Les plantes de cette sous-famille sont principalement des herbes, elle
comprend aussi des arbres et des arbustes, présents en régions tempérées et tropicales
(Crété, 1965).
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1.3. Intérét des légumineuses

1.3.1. La symbiose fixatrice d’azote

La symbiose rhizobium-légumineuse est le résultat de l'interaction complexe entre la
bactérie et son hote suite a un dialogue moléculaire entre les deux partenaires. Le rhizobium
infecte les racines des légumineuses et donne naissance a des excroissances de type tumoral
appelées « nodosités ». A I’intérieur de ces nodules, les rhizobiums se différencient et fixent
I’azote libre de 1’air (sous forme de di azote N2) et le fournissent a la plante sous une forme
assimilable, contre une nutrition carbonée et une niche écologique (Raven et al., 2000).

Le grand intérét des légumineuses provient en premier lieu de leur aptitude a la fixation
symbiotique de 1'azote. On estime que la réduction biologique de I’azote atmosphérique N2 en

ammonium fournit environ 65% de 1’azote disponible dans la biosphére (Lodwig et al., 2003).

1.3.2. Autres intéréts

Les graines de légumineuses jouent un réle important dans le domaine médical, elles
constituent une source de protéine idéale, de fibres solubles, de glucides et de
micronutriments (fer, potassium, calcium...) mais pauvres en graisse. Dans 1’industrie, les
légumineuses représentent une source de matiére premiére pour la production des produits
pharmaceutiques et cosmétiques, elles aident également a la restauration des soles dégradées,

facilitant I’implantation d’autres especes végetales (Inra).

I. 4. Les bactéries associées aux léegumineuses

1.4.1.Les rhizobias

Rhizobia ou rhizobium, est un terme qui est donné aux bactéries du sol qui sont capables
d’induire des nodules sur les racines des légumineuse et d’y fixer I’azote atmosphérique en
symbiose (Zakhia et de Lajudie, 2006). Ce terme est substitué par les BNL (Bactéries
Nodulant les Légumineuse) (Zakhia et al., 2004).
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Les rhizobia comportent 98 especes réparties en 13 genres (Weir B.S, 2016).Tous classés
dans les protéobactéries, la plupart appartiennent a la subdivision alpha protéobactéries

(Rhizobium, Sinorhizobium ou Ensifer, Mesorhizobium, Ochrobactrum, Allorhizobium,

Azorhizobium, Methylobacterium, Bradyrhizobium, Blastobacter, Devosia ...), alors que
certains Rhizobia ont été découverts dans la subdivision des béta protéobacteries (Young,
1996). D’autres ¢études auraient également identifié¢ la présence de protéobactéries de la

subdivision gamma dans les nodules des légumineuses (Benhizia et al., 2004 ).

1.4.2. Les bactéries PGPR

Lorsque les bactéries contribuent a la croissance des plantes, elles sont appelées : PGPR

(Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Kloepper et al., 2004).
L’exemple le mieux connu de ces PGPR est celui des bactéries rhizosphériques stimulatrices
de la croissance des plantes (Vacheron, 2013).Ces rhizobactéries colonisent la rhizosphere en
utilisant les exsudats racinaires comme substrats nutritifs. A la différence des autres bactéries
rhizosphériques, les bactéries PGPR ont, en retour, un effet bénéfique sur la plante via une
multitude de mécanismes (Vacheron et al., 2013).

Par leur action enzymatique, elles solubilisent les éléments nutritifs présents dans les
réserves organiques et minérales du sol tels que : le phosphate, I’azote et le fer, et les mettent
a la disposition de la plante sous forme d'ions minéraux assimilables a des taux qui
correspondent a ses besoins. En plus de leur capacité d’augmenter la production des
phytohormones et de fixer I'azote atmosphérique, ces rhizobactéries influencent également le
métabolisme de la plante en fournissant les substances qui sont habituellement en quantité
limitée dans le sol, (Bashan et al., 2008). Elles peuvent augmenter la tolérance des plantes a
divers stress tels les pesticides et le stress hydrique y compris la sécheresse (Cohen et al.,
2009).
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I1. Le pois chiche

I1.1. Origine et historique

Le pois chiche est originaire du Moyen-Orient, plus précisément du sud-est de la Turquie
et de la Syrie (Singh, 1997). Aprés avoir traversé de nombreux pays il est devenu disponible
dans les cétes du bassin méditerranéen. Ce 1égume sec connu depuis 1’ Antiquité (3000 ans av.

J.-C.) a été introduit et cultivé en Europe par les croisés qui I’on découvert au Moyen-Orient.

Les Phéniciens 1’ont aussi importé et cultivé au Sud de I’Europe. En passant par

I’ Afghanistan, le pois chiche est arrivé en Inde il y’a environ deux si¢cles (Gastronomic).

Chez nous et généralement en Afrique du Nord, le pois chiche se nomme « ikiker » en
langue Tamazight; il est connu et cultivé il y’a environ 5000 ans, avant I’arrivée des

Phéniciens, (Ikonet).

11.2. Classification

Selon (USDA, 2008), le pois chiche est classifie comme suit :

Reégne Plantae
Sous régne Tracheobionta (plantes vasculaires)
Embranchement Spermatophyta (plantes a graines)

Sous embranchement  magnoliophyta (=angiospermes, phanérogames ou plantes a fleurs)

Classe magnoliopsida (ou dicotylédones)

Sous-classe rosidae

Ordre fabales

Famille Fabaceae (= fabacées, papilionacées ou légumineuses)
Genre Cicer

Espéce Cicer arietinum L.
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11.3. Description botanique

Le pois chiche (Figure 1) est une plante annuelle, herbacée avec des branches diffusées et
propagées. C’est une espece diploide (2n=16 chromosomes), pouvant atteindre 100 cm de
hauteur. Ses racines peuvent atteindre 2 métres de profondeur, munies de nodules abritant des

bactéries fixatrices d’azote atmosphérique (Muehlbauer et Rajesh, 2008).

Sa tige anguleuse a une hauteur entre 0.20 et 1 métre. Ses feuilles se composent de 7 a 17
folioles ovales et dentées. Ses fleurs peuvent étre blanches, bleues ou violettes; solitaires et
pédonculées. Ses gousses sont renflées de 1 a 2 graines presque rondes. Le poids de 1000

grains varie entre 200 et 600 grammes (Vander, 1972).
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Figure 1 : Morphologie du pois chiche (Cicer arietinum L).

A: tige feuille, B: feuille composée de 16 folioles, C : fleur zygomorphe, D : étamines, pistil

et ovaire, E : gousses en développement, F : graines (Zohary et Hopf, 1988).
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11.4. Propriétés nutritionnelles et intéréts

Le pois chiche constitue une source trés importante de protéines végétales qui peut corriger
le déficit en protéines animales, car il constitue un excellent substitut de la viande, il est riche
en sels minéraux, notamment le calcium, le fer, le phosphore et le magnésium et il est faible

en matiére grasse (Ben Mbarek et al., 2009).

Le pois chiche offre eégalement des glucides, des fibres alimentaires et des vitamines (A,
B1, B2 et B9 etc) (Tableau 1) qui jouent un rdéle important dans 1’alimentation. Il est aussi
associé a la prévention des maladies cardiovasculaires, a la gestion du diabéte et a

I'abaissement des taux de cholestérol (O’Neil et al., 2014).

Tableau 1: Valeur nutritionnelle moyenne pour (100 g) de pois chiche (Ciqual, 2013 in
Boukraa, 2016)

Composés Quantité Composés Quantité
Apport énergétique 15,59 Arginine 1480mg
Fibres alimentaires 15,59 Histidine 530mg

Protides 18,69 Provitamine A 0,180mg
Eau 8,77¢ Vitamine B1 0,518mg
Cendre totales 2,949 Vitamine B2 0,134mg
Glucides 44,3¢ Vitamine B9 0,340mg
Amidon 41,89¢ Vitamine C 5,1mg
Sucres 2,419 Vitamine K 0,264mg
Lipides 5,929 Calcium 124mg
Acide linoléique 2593mg Chlore 80mg
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11.5. Types de graines de pois chiche

On compte plus de 20.000 variétés de pois chiche dans le monde, qui se divisent en deux
grands types de graines « Desi et Kabuli » (Figure2) et un autre moins fréquent qui est le type

«Gulabi» :

«» Le type Desi : Il se caractérise par des graines assez petites, ridées, de couleur brune
plus ou moins foncée. Ce type de pois chiche est cultivé surtout en Asie en
représentant 85 % de la production indienne.

% Le type Kabuli : Ses graines sont moyennes a assez grandes, jusqu’a deux fois la taille
d’un pois, moins ridées que le type Desi, de couleur blanc-créme. Ce type est cultivé
surtout dans le bassin méditerranéen.

% Le type Gulabi est généralement de couleur blanc-créme, sans tanins, comme le

Kabuli, mais plus petit et presque lisse, le bec typique du pois chiche est trés réduit, ce

qui une fois décortiqué, le fait ressembler a un pois jaune (Terresunivia).

Figure 2 : Types de cultivars de pois chiche (Maheri Sis et al., 2008).

A : Grains de Pois chiche de type Kabuli. B : Grains de Pois chiche de type Desi.
C : Fleur de pois chiche de type Kabuli. D : Fleur de pois chiche de type Desi.

10
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11.6. Exigences culturales

La culture du pois chiche, préfere les sols profonds, plus ou moins argileux, dont le pH est
neutre ou alcalin, entre 7,3 et 8,2 (Berger et al., 2003).Elle exige la présence du phosphore
qui favorise le développement des racines au cours de la végétation ainsi que la présence du
potassium qui favorise la formation des graines des fruits et qui existe dans la solution du sol
en trés petite quantité (ITGC., 2003). Le pois chiche assure une partie de sa nutrition azotée
grace a la fixation symbiotique de I’azote atmosphérique (Allali et al., 2007). Selon Wery
(1990), une consommation en eau de 100 a 150mm confirme que le pois chiche est doté de
bonnes capacités pour extraire 1’cau stockée dans le sol, quel que soit le type de culture ou le

type de pois chiche (Dési ou Kabuli).

La température exerce une forte influence sur les phases végétatives et reproductrices du
pois chiche (Summerfield et al., 1979). Ce dernier exige une chaleur dont la température
minimale pour la germination est de 5°C et la Température optimale de 18-32°C pour la

croissance (Kechache, 2005).

Le pois chiche est considéré comme étant une plante de jours longs (Summerfield et al.,
1979). L'intensité de la lumiére et de la durée d’éclairement sont des facteurs importants pour

la nodulation, la fixation d’azote et la floraison (Lie, 1971 in Beddar, 1990).

11.7. Le phosphore pour la plante

Le phosphore est le deuxiéme macronutriment majeur requis pour la croissance et le
développement des plantes (Vance, 2001). 1l existe sous deux formes principales (minérales et
organiques).Aux différents niveaux du pH des sols agricoles, le phosphore existe sous ces
formes monovalentes (H2PO4) ou divalente (HPO42) qui sont facilement absorbées par les
plantes (Morel et al., 2000).

Le phosphore (P), joue un role essentiel dans le transfert d’énergie nécessaire a la
croissance et I’amélioration de la productivité des plantes (Giroux, 2002). Il permet la
formation correcte des graines et accélere leur maturation. En effet, la disponibilité du P est
I'un des déterminants les plus importants de la croissance des légumineuses (Kouas et al.,

2009) et sa carence limite la production végétale dans de nombreux sols (Vance et al., 2003).

11
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L’application du phosphore améliore considérablement le rendement en graines, le
développement des racines, 1’augmentation de la surface photosynthétique et donc plus

d’accumulation de matiére séche (Aslam et al., 2010).

I1. 8. Les bactéries nodulaires du pois chiche
Il. 8. 1. Les partenaires rhizobiums

11. 8.1.1. Partenaire symbiotique spécifique du pois chiche : Le genre Mesorhizobium

Les études de Jarvis et al., (1997), ont permis de décrire le genre Mesorhizobium dans
lequel la premiere espéce Mesorhizobium lotie est inclue. Plus tard, plusieurs autres espéces
sont transférées a ce genre, parmi lesquelles les deux especes M.ciceri et M.mediterraneum,
qui sont connues comme symbiotes spécifiques du pois chiche (Nour et al., 1995).

Actuellement, le genre Mesorhizobium est composé d'un total de 43 espeéces isolé a partir
des nodules des légumineuses. Des études récentes montrent que le pois chiche est capable
d'établir des symbioses avec plusieurs especes de Mesorhizobium. En effet, les especes :

M. amorphae, M. loti, M.huakuii, M.opportunistum, M. muleienseet M. tianshanense, sont
aptes de former des nodules fonctionnels sur les racines de cette légumineuse (Dekkiche,
2017).

1. 8.1.2. Partenaires symbiotiques non spécifiques

11.8.1.2.1. Le genre Burkholderia

Le genre Burkholderia est découvert par le pathologiste botanique Américain Walter
E. Burkholder, d’ou il tire son nom. La premiére espece bactérienne typique de ce genre a
été initialement nommée Pseudomonas cepacia. Tout comme le genre Pseudomonas, les
bactéries Burkholderia sont aussi de Gram négatif mais elles sont associées plutdt au groupe
des B-protéobacteries. A ce temps-la, on compte plus de 45 espéces appartenant a ce genre
dont certains sont pathogénes humains importants (Stoyanova et al., 2007). Chez les plantes,
certaines Burkholderiaceae peuvent étre soit pathogénes ou symbiotiques (Venturi et al.,

2004 ). Les diverses especes de Burkholderia peuvent donc étre utilisées comme agent de

12
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biocontrole, dans les processus de bioremeédiation et comme stimulant pour la croissance des

plantes (symbiose) (Chiarini et al., 2006).

I1.8.1.2.2. Le genre Ensifer

Le genre Ensifer est décrit par Casida en 1982, alors que le genre Sinorhizobium est décrit
par Chen et al. en 1988. En effet, des études récentes ont montré que ces deux genres
appartiennent a un seul taxon. Selon les régles du code bactériologique (révision de 1990) du
Comité International de Systématique des Procaryotes (ICSP), I’ancien nom (Ensifer) est
prioritaire. Ce genre appartient a la classe des a-proteobacteriacea (Young, 2003), il
comprend actuellement 17 espéces, dont certains sont identifiées, citant: E. fredii et
E. xingianense (Chen et al., 1988), E. americanum (Toledo et al.,2003) et E.medicae ( Reeve
et al.,2010).

Au niveau du grand Maghreb, des études portées sur les symbiotes du pois chiche
montrent que le genre Ensifer existe parmi les symbiotes de cette Iégumineuse. Concernant

1’ Algérie, ce genre est le microsymbiote principale du pois chiche (Dekkiche et al., 2017).

11.8.1.2.3. Le genre Rhizobium

Avant, le genre Rhizobium regroupait tous les rhizobias, puis certaines especes ont été
rattachées a de nouveaux genres suite a des analyses phylogénétiques. Le genre Rhizobium
regroupe des bactéries dites a croissance rapide (temps de génération inférieur a six heures)
qui sont mobiles avec des flagelles polaires ou péritriches (4 a 6), aérobies, chimio-
organotrophes (De Lajudie et al., 1994) et qui ne forment pas d'endospores.

Ce genre appartient a la classe des o-proteobacteriacea et comporte quatre espéces
définies : Rhizobium leguminosarum, Rhizobium galegae (Lindstrom, 1989), Rhizobium
tropici (Martinez-Romero et al., 1991), et Rhizobium etli (Segovia et al., 1992).

Ensuite, des études ont assisté a une croissance vertigineuse d’identification d’espéces, et
ont permis d’affilier a ce genre : Rhizobium tropici (Martinez-Romero et al.,1991), Rhizobium
etli (Segovia et al.,1992), Rhizobium gallicum, Rhizobium giardinii (Amarger et al.,1997),
Rhizobium hainanense (Chen et al.,1997), Rhizobium mongolense (Van Berkum et
Eardley,1988), Rhizobium undicola (De Lajudie et al.,1998), Rhizobium huautlense (Wang et

13
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al.,1998), Rhizobium daejeonense (Quan et al., 2005), Rhizobium lusitanum (Valverde et
al.,2006), et Rhizobium zeae (Celador et al., 2017).

I1. 8.2. Les non Rhizobias

En plus des rhizobiums qui sont responsables de la nodulation et la fixation d’azote
atmosphérique chez les légumineuses, il existe encore d’autres bactéries endophytes, au
niveau des nodules, appelées bactéries non-rhizobiums (Busby et al., 2016 ).

Certaines bactéries non rhizobiennes s’avérent bénéfiques pour leurs légumineuses hotes
car elles améliorent la croissance des plantes par la production des hormones végétales, la
fixation d’azote atmosphérique et par la solubilisation du phosphate (Peix et al., 2015 ).

Néanmoins, ces bactéries non rhizobiennes ont été négligées dans le passé lors de
Iisolement de rhizobiums a partir des légumineuses. Ce qui a conduit a un manque
d'informations sur la véritable diversité des bactéries non-rhizobium coexistant avec les
rhizobiums dans les nodules. Le manque d’informations touche aussi le réle exact des non
rhizobia dans les nodules, ce qui ouvre un large domaine de recherche pouvant donner des
résultats importants pour au moins améliorer le rendement des cultures des Iégumineuses

notamment celles du pois chiche.

I11. Le pois chiche en Algérie

I11.1. Situation économique

En Algérie la culture du pois chiche est localisée surtout dans les régions du nord du pays
et limitée au type Kabuli, elle occupe la deuxieme place apreés la feve.

Depuis I’indépendance jusqu’a 1’année 2015, la plus grande quantit¢ du pois chiche
produite en Algérie est représentée par 35118 tonnes obtenue sur une surface de 33295 ha
pendant 1’année 2014. En 2015, méme si une légére augmentation en rendement (10690
hg/ha) est remarquée, en le cultivant sur une surface plus petite (29000ha) que celle de
I’année 2014, la quantité du pois chiche obtenue est réduite pour atteindre la valeur de 31000
tonnes (FAOSTAT, 2017).

La production nationale pour cette Iégumineuse ne parvient pas a couvrir les besoins

internes du pays, ce rendement non satisfaisant est obtenu malgré les efforts fournis par le
14
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gouvernement et les agriculteurs portant, d’une part, sur 1’augmentation de la quantité de
graines semées et d’une autre part sur 1’étalement de cette culture sur des surfaces plus
importantes. Une telle situation a incité 1I’Etat a recourir des importations importantes. En
effet, en 2013 I’ Algérie a importé une quantité de 108956 tonnes contre une faible quantité de

22 tonnes qu’elle a pu exporter (FAOSTAT, 2016).

111.2. Les facteurs limitant la production du pois chiche en Algérie

Le développement de la culture du pois chiche a révélé plusieurs contraintes, provoquant
des dommages plus ou moins importants, il faut citer ’introduction de cultivars sélectionnés
parfois a partir de germoplasmes étrangers juges a haut rendement. Ces cultivars introduits ne
peuvent pas établir une bonne symbiose avec les populations rhizobiennes, ce qui engendre

une mal nutrition azotée et conduit de fagon inattendue a une réduction de la production.

Hamadache et Kheddam (1999) et Djenni (2003) ont rapporté que les causes de la faiblesse
de la productivité du pois chiche en Algérie sont souvent d’un coté d’ordre agro-technique,
lies aux conditions de semis (Période, mauvaise qualité de semences et modes de semis) et
d’un autre coté sont la conséquence de certains facteurs biotiques tels que les adventices, les

insectes, les nématodes et les maladies.

Les maladies les plus importantes sont causées par des bio-agresseurs. Plus de 172 agents
pathogeénes peuvent affecter la culture du pois chiche, parmi lesquels, les maladies fongiques
qui sont considérées comme les plus importantes. La nature et I’importance des maladies
fongiques varient selon les sites géographiques, les conditions climatiques de 1’année et le
stade végétatif des plantes. En général, en Algérie, la distribution et I’importance des agents
pathogenes restent mal connues (Bouznad et al., 1996).

111.3. Solutions pour augmenter le rendement

111.3.1. Solution agro-technique

Le choix de la variété du pois chiche, ainsi que du sol affecte directement le rendement, le

pois chiche s'adapte aux sols assez lourds, a condition qu'ils soient bien drainés. Comme pour
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les autres cultures, sa productivité sera plus faible dans les sols peu fertiles. De plus, il faut un
minimum de passages utilisant les outils a dents dont I'objectif est de laisser un sol souple et

Iégérement motteux.

Le pois chiche d'hiver peut avoir une place importante dans les systéemes de culture des
zones semi-arides. Un gain de rendement allant du simple au double et méme au triple dans
certains cas, par rapport a la culture traditionnelle du pois chiche du printemps. Ce gain de
rendement est dd principalement a une meilleure utilisation des eaux de pluies, généralement
perdues par 1’évaporation entre les mois de Novembre et Mars pour la culture du printemps,

cela réduit les risques d’un déficit hydrique en fin de cycle (Fellah-trade).

111.3.2. Fertilisation chimique

En vue d'augmenter le rendement des cultures, une fertilisation chimique est administree,
cette derniére consiste & apporter a la plante des engrais chimiques (ou minéraux), permettent
d’obtenir, par synthese, les divers éléments nécessaires pour le développement des plantes,
notamment I’azote (N), le phosphore (P) et le potassium (K), sous des formes solubles et
directement assimilables par les plantes, a condition qu’ils soient utilisés en doses modérées et

seulement aux moments stratégiques.

Il est & noter que lors de I’utilisation massive, ces engrais peuvent provoquer la pollution
des sols et sous-sols, notamment les nappes phréatiques qui sont des principaux réservoirs
d’eau potable pour ’homme, ce qui entraine dans certains cas de graves risques sanitaire

(Futura-sciences).

111.3.3. Solution biologique

L’inoculation des Iégumineuses par des rhizobias, joue un réle important dans 1’améliorer
du rendement et du stock azoté du sol. Actuellement, I’inoculation est appliquée dans
plusieurs pays, notamment au Kenya, des études indiquent que I’inoculation du soja par les
rhizobias ont respectivement augmenté les rendements des cultures de cette plante de 40%,
60% et 54% dans les régions d'Homabay, de Kabete et de Mtwapa, sans l'utilisation d'engrais
(Notre-planete.info).Malheureusement, 1’inoculation est peu connue en Algérie, et n’est

utilisée qu’a titre expérimental.
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L’utilisation de certains micro-organismes aide a lutter contre les maladies des cultures, a
tire d’exemple pour réduire les population des insectes ravageurs, on utilise leur ennemis
naturels qui sont soit des prédateurs, soit des parasites ou des agents pathogenes (Sanon et al.,
1999). Selon Starnes et al., 1993, plus d’une centaine de bactéries sont considérées comme un
moyen de lutte biologique. Ces bactéries appartiennent a trois grandes familles qui sont les
Bacillaceae, Enterobacteriaceae et Pseudomonaceae (Greathead et al., 1994).

La lutte biologique parles produits naturels d’origine végétale comme des poudres
minérales des huiles végétales, huiles essentielles...etc, issue du phénomene de la
phytothérapie, peut également réduire les besoins en pesticides et diminue les impacts

environnementaux des cultures.
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I. Matériel biologique
Les microorganismes utilisés sont diversifiés entre bactéries nodulaires (isolées a partir des

nodules de pois chiche), bactéries non nodulaires (cliniques et phytopathogénes) et des
champignons phytopathogénes (Tableau 2). La majorité de ces microorganismes proviennent
des collections microbiennes présentes au niveau du laboratoire de Biologie Moléculaire et
Cellulaire, située a ’université des fréres Mentouri 1, Constantine. Trois bactéries sont
obtenues a partir du centre hospitalier de Batna (Staphylococcus aureus, Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginose) et trois autres bactéries proviennent du centre hospitalier de

Constantine (Citrobacter, Morganella et Proteus.).

Tableau 2: Divers microorganismes utilisés

orI;/Ia:f\::r-ne S?Jl;ri]lti):élss Nom Genre et espéce Origine
1 B10 (11A-1) Burkholderia terricola Jijel
2 B6 (129) B“"Egg'tgfiﬂen‘feae Jijel
3 B3 (110) Burkholderia terricola Jijel
4 R8 (Sam64-2) Pantae calida N'Gaous
5 R6 (DST5) Rhizobiurri5g;ardinii H Merouana
6 R7 (64-1) Ensifer meliloti 2011 N'Gaous
7 Bl (11A-2) Burkholderia terricola Jijel
8 R9 (26-1) Ensifer meliloti 2011 Merouana
9 M8 (Sam 154) Pantae agglomerans Jijel
10 B5 (111D) Sodalis paraecaptivus Jijel
Bactérics 11 B2 (Sam 36) B”rﬁg‘é'tgfiﬁﬁfeae Jijel
nodulaires 12 B7 (111B) Burkholderia terricola Jijel
13 B9 (111S) Burkholderia terricola Jijel
14 B11 (129-1) Burkholderiaceae Jijel
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coli)

bacterium
15 M2 (144) M.ciceri Jijel
16 R2 (DS 48) Ensifer meliloti 2011 Tébessa
ATCC25923 (ST) Staphylococcus aureus Batna
ATCC35218 (E. Escherichia coli Batna

Citrobacter

Citrobacter

Constantine

Morganella Morganella Constantine

Bactéries non ATCC15442 Pseudomonas aeruginose Batna

nodulaires (PS)
Proteus Proteus Constantine
P3 Pseudomonas japonica Constantine
P12 Beillus amylollthue Constantine
faciens

P14 Pantoea sp Constantine
Champignons F9 Fusarium redolens Constantine
Phytopathogénes F11 Alternaria graminicola Constantine

I1. Préparation des cultures des microorganismes

I11.1. Cas des bactéries nodulaires

Les souches nodulaires en question étaientt conservees a -80°C dans le glycérol 20%.

Pour les réactiver, un repiquage par striation est réalisé dans des boites de Pétri contenant le
milieu Yeast Extract Mannitol modifié (YEM) gélosé (VINCENT, 1970), (Annexe I),
I’incubation est faite a 28°C pendant 5 a 7 jours. Les cultures liquides sont préparées a partir
des colonies pures, dans des tubes a essai contenant le milieu YMB liquide stérile. Elles sont

incubées a 28°C pendant 2 a 5 jours.
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11.2. Les bactéries non nodulaires

Les bactéries non nodulaires, nous ont été donné sur boites gélosées. Un repiquage sur la
gélose nutritive (GN), (Annexe I) est réalisé par striation. Les cultures liquides sont préparées
a partir des colonies pures, dans des tubes a essai contenant le bouillon nutritif (BN) stérile.

Le tout est incubé par suite a 25 °C pendant 24h.

11.3. Les champignons phytopathogénes

A partir des cultures obtenues sous forme de colonies sur boites gélosées, des pastilles de
champignons sont transférées stérilement, dans des boites de Pétri contenant le milieu PDA.
Les boites sont incubées pendant 7 jours a 30 °C.

I11. Mise en évidence de quelques activités biologiques

II1.1. Transformation de 1’azote

Pour mettre en évidence la capacité des bactéries nodulaires a fixer 1’azote, deux méthodes

sont utilisées, une sur milieu liquide et I’autre sur milieu solide.

I11.1.1. Test sur milieu liquide : Recherche de I’activité nitrate réductase (Beringer,
1974)

L’activité nitrate réductase est mise en évidence sur milieu liquide Tryptone-Yeast (TY),
(Annexe 1) (Beringer, 1974), contenant 0,1% de KNO (p/v). Des tubes contenant 8 ml du
milieu de culture liquide (TY) sont ensemencés chacun par de 25upl d’une culture
bactérienne fraiche de chagque bactérie nodulaire. Les tubes sont incubés pendant 4 jours a
28 £ 2°C sous agitation de 150 rpm.

La révélation est réalisée par addition des réactifs de nitrate réductase 1 (Acide
sulfanilique dans I’acide acétique 5M), et de nitrate réductase 2 (a-naphtylamine dans I’acide
acétique 5SM). L’apparition d’une coloration rouge indique que les nitrates ont été réduits en
nitrites.

Un résultat négatif nécessite 1’addition d’une poudre de zinc métallique et on observe
apres quelques minutes la coloration obtenue. Si le milieu ne change pas de coloration, nous

pouvons dire que la bactérie posséde 1’enzyme nitrate réductase (Beringer, 1974).
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111.1.2. Test sur milieu solide NFMM (Herman et al, 1994).

La détection visuelle de la fixation d’azote des bactéries a tester est cherchée sur le milieu
Nitrogene-Free- Malate- Mannitol-Medium (NF-MM), (Annexe ). Ce milieu contient du
Bleu de Bromotymol (BTB) comme indicateur de pH. Les bactéries a tester sont ensemences
par striation sur ce milieu. Pour chacune des bactéries testée, un ensemencement d’un
inoculum en phase exponentielle (D0>0,5) sur boite de pétrie. Aprés incubation de 5 a 7jours
a 28°C, I’apparition d’un halo autour de la colonie avec un virage de la couleur verte du
milieu vers une couleur bleu, indique une fixation d’azote positive.

La comparaison de la capacité fixatrice entre les bactéries testées, est déterminée par le
calcul du diametre du virage obtenu pour chacune d’elles. La zone colorée est calculée en
soustrayant le diametre de la colonie dans chaque cas (Dobereiner et Day, 1976). Pour

chacune des bactéries, une répétition de trois est réalisée.

I11.2. Solubilisation des phosphates

Les bactéries nodulaires sont testées pour leur capacité de solubiliser les phosphates

qualitativement sur milieu solide et quantitativement sur milieu liquide.

111.2.1. Solubilisation des phosphates sur milieu solide (test qualitatif)

Afin de détecter toute activité bactérienne solubitrices du phosphate, et a cause de la
grande diversité des bactéries a tester, le test de solubilisation est réalisé sur trois milieux
différents contenant le phosphate tricalcique [Cas(Pos)] comme phosphate complexe. Le
principe de conclure sur la capacité solubitrices du phosphate est le méme quel que soit le
milieu utilis€. Apres incubation, I’apparition d’un halo autour de la colonie permet de dire
que la bactérie est capable de solubiliser le phosphate complexe.

L’indice de solubilisation (IS) est calculé par la formule suivante selon (Nguyen et al,

1992):

__ Diametre de 1'halo{mm)—diameétre de la colonie(mm)

x 100

IS(%)

Diametre de la colonie (mm)

Pour chaque bactérie, une répétition de trois est réalisée quel que soit le milieu utilisé.
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a. Sur milieu PVK (Pikovskaya)

Les souches bactériennes sont déposées par touche sur le milieu Pikovskaya (PVK) solide
(Annexe 1), contenant 0,5% de phosphate tricalcique [Cas(Pos)] comme source de phosphate
insoluble (Pikovskaya, 1948), a raison de 4 souches par boite. Un volume de 25 ul de
chacune des suspensions bactériennes issues de pré-cultures fraiches (Do>0,5), est déposé a

la surface du milieu (Pikovskaya, 1948).L’incubation est réalisée a 28 + 2 °C pendant 7 jours.

b. Sur milieu NBRIP (National Botanical Research Instit’Phosphate)

Les bactéries sont ensemencées par striation sur milieu National Botanical Research
Institut’s Phosphate (NBRIP) solide (Annexe 1), le milieu contient 0,5% de phosphate
tricalcique [Casz(Pos)] comme source de phosphate insoluble (Nautiyal, 1999). L’incubation

est realisée a 28 £ 2 °C pendant 7 jours.

c. Sur milieu YED (Yeast Extract Dextrose)

Le milieu Yeast Extract Dextrose (YED) contient également comme source de phosphate
insoluble 0,5 % de phosphate tricalcique [Cas(Poa4)], sur lequel les bactéries sont ensemencées
aussi par striation, puis incuber a 28 °C pendant 5 a 7 jours.

111.2.2. Solubilisation des phosphates en milieu liquide (test quantitatif)

Les bactéries sélectionnés a la suite du premier test, et qui ont présenté un indice de
solubilisation élevé sur les trois types de milieux de culture (PVK, NBRIP, YED), sont
soumises au test quantitatif sur milieu liquide. Dans ce cas nous avons utilisé selon

(Nautiyaul, 1999), le milieu NBRIP (National Botanical Research Institute’s Phosphate
growth medium) qui contient 0,5% de Cas(P0O4). Ainsi, des flacons de 250ml sont rempli de

100 ml du milieu NBRIP, et chaque flacon est inoculé par 2ml d’une culture bactérienne
fraiche, dont la densité est proche de 0,8 (La densité optique initiale du milieu inoculé doit
avoir une valeur d’ordre 0,05 lors d’ensemencement), le tout est incubé a 28 + 2 °C pendant

8 jours, sous agitation modérée 180tr/mn (Cherif, 2014).

Des prélevements sont effectués au temps t0, puis aprés 24h, 48h, 36, ...... jusqu’a8 jours

pour déterminer trois parametres:
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@ Une lecture de la DO a 600 nm
@ Une lecture de pH.

@ La mesure du P libre

Pour chacune des souches, trois flacons sont utilisées.

111.2.2.1. Lecture de la DO a 600 nm et détermination du pH

La croissance bactérienne et I’acidité du milieu, sont déterminées par un prélevement de
10ml obtenu chaque jour. Pour chaque aliquote le pH ainsi que la DO & 600nm sont mesurés.

Pour chacune des souches, trois repétitions sont utilisées.

111.2.2.2. La mesure du P libre
a. Préparation d’un courbe étalon de KH2PO4

Une gamme étalon est préparée avec des solutions dont le contenu en phosphate libre est
connu, la source de phosphate utilisé étant le KH2POs préparée a des concentrations
progressives de phosphates libres dans de I’cau distillé (Jackson, 1973). Des concentrations
allant de 0,1 jusqu'a 0,4 g/ml sont utilisées. Le dosage du phosphate soluble est réalisé par

colorimétrie a 890nm (Harwood et al., 1969).
b. Détermination des concentrations en phosphate libérées par les cultures

Le dosage du phosphate n’a touché que les bactéries ayant montré un 1S>2 (Choi et al,
2006). Pour chacun des bactéries, 50 ml du milieu NBRIP liquide est inoculé par 200 ul de
I’inoculum, le tout est incubé a 28+ 2 °C pendant 7jours sous agitation modéré de 180 rpm
(Rfaki et al., 2015).Chaque jour, un aliquote de 2mlest centrifugé a 10000rpm pendant 10 min
(Dipak et al.,2016).Le surnageant est utilisé pour quantifier le phosphate solubilisé par
colorimétrie a 890nm (Harwood et al., 1969). L’eau distillée a servi comme témoin négatif.

La quantit¢ du phosphate soluble est calculée a partir de la courbe d’étalonnage
standard et les valeurs du phosphate soluble libéré sont exprimées en g/ml, (Cherif,
2014).
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IV. Mise en évidence de I’activité antagoniste des bactéries nodulaires vis
avis des microorganismes pathogénes du pois chiche

1V.1. Activité antibactérienne

La technique utilisée est celle des disques. Les boites remplis de milieu gélosé Mueller-
Hinton- agar, sont ensemencees (a 1’aide d’un rateau) en surface par la suspension de la
souche pathogéne en phase exponentielle (D0>0,5). D’autre part, les disques vierges (Bio
Mérieux), de 5mm de diamétres sont remplis par 60 ul d’une suspension bactérienne
nodulaire dont la Do est supérieur a 0,5. Aprés leur séchage, les disques sont déposés sur le
milieu de culture ensemencés avec une bactérie pathogéne. Aprés une incubation des boites a
30°C pendant 24h, ’activité antibactérienne se révele par 1’apparition de zones d’inhibition
autour des disques (Choi et al, 2006). Les bactéries antagonistes sont comparées en leur
capacité inhibitrice du pathogene par la mesure des diameétres des zones d’inhibition qui
apparaissent. Le résultat est positif si le diamétre de la zone d’inhibition est supérieur de 2mm

(Choi et al, 2006).

La mesure du diamétre d’inhibition Zi est effectuée selon la formule suivante :

Zi (mm) = diamétre de la zone d’inhibition obtenue (mm) — diametre du disque (5 mm)

IV.2. Activité antifongique

L’activit¢é antagoniste des bactéries contre les champignons pathogenes est
réalisée par une confrontation directe in vitro sur boites gélosées. Une quantité de
10ul d’un inoculum en phase exponentielle (Do>0,5) est inoculée sous forme d’une
strie rectiligne partageant la boite en deux parties égales. De part et d’autre du strie
et a 1 cm du bord de la boite, deux disques, de 5 mm de diametre, obtenus par
I’emporte-piece, d’une culture de champignon sur gélose au PDA a pH 7, sont
déposés.  Les boites témoins ne sont pas ensemencées avec la bactérie et ne
contiennent que les disques de champignons. Les repiquages sont effectués en méme
temps (Benhamou, Chet, 1996).L’incubation est réalisée a 25 °C pendant 7 jours. Le

suivi de [D’inhibition de la croissance diamétrale des colonies des champignons sont
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effectuées tous les deux jours, jusqua ce que le champignon de la boite témoin

recouvert le milieu de culture.

L’évaluation de I’inhibition exercée par la bactérie antagoniste est estimée par le calcul du

pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne selon la formule suivante

(Hmouni et al., 1996) :

| (%) = (1- Cn/Co) x 100

Cn : est le diamétre moyen des colonies en présence de I’antagoniste.

Co : est le diamétre moyen des colonies témoins.
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I. Caracteres phénotypiques des bactéries utilisées

I.1.Les bactéries nodulaires

Les bactéries examinées dans ce travail donnent sur milieu solide au bout de3 a 7Jours des
colonies homogeénes, circulaires avec un aspect visqueux et une opacité translucide. Certaines
d’entre elles absorbent faiblement le rouge de Congo et d’autres ne le absorbent pas et gardent

leur couleur blanchéatre (Figure 3). Plusieurs criteres sont suivis pour détecter et décrire

I’aspect phénotypique des bactéries (Tableau 3).

Tableau 3 : Propriétés des colonies de différentes souches bactériennes

Souches| Couleur Forme [ Elévation | Aspect
1 Rose claire | Circulaire Plate Visqueux
2 Rose claire | Circulaire Plate Visqueux
3 Blanche Circulaire | Bombée | Visqueux
4 Rose foncée | Circulaire [ Bombée | Visqueux
5 Rose claire | Circulaire | Bombée | Visqueux
6 Rose claire | Circulaire Plate Visqueux
7 Rose claire | Circulaire Plate Visgqueux
8 Blanche Circulaire | Convexe | Visqueux
9 Rose foncée | Circulaire [ Bombée | Visqueux
10 Rose foncée | Circulaire [ Bombée | Visqueux
11 Blanche Circulaire | Convexe | Visqueux
12 Blanche Circulaire | Bombée | Visqueux
13 Rose claire | Circulaire | Convexe | Visqueux
14 Blanche Circulaire Plate Visqueux
15 Blanche Circulaire Plate Visqueux
16 Rose claire | Circulaire | Bombée | Visqueux

Sur milieu liquide, I’obtention du trouble commence apres trois jours pour la majorité des

bactéries nodulaires utilisées.
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Figure 3: Croissance des bactéries nodulaires, (a) sur milieu liquide (YMB), (b) sur milieu
solide (YMA).

1.2.Les bactéries non nodulaires

L’ensemencement en stries sur milieu solide des bactéries pathogénes sur GN a permis
d’obtenir de petites colonies rondes blanchéatres apres incubation & 30°C/24h. Une croissance

de toutes les bactéries non nodulaires sur le milieu liquide (BN) a été remarquée dans 18h

(Tableau 4).

Tableau 4 : Caractéristiques des bactéries pathogénes

Bactéries pathogenes Couleur | Forme |Elévation| Aspect
Staphilococcus Blanche [ Circulaire | Bombeée Sec
E.coli Blanche | Circulaire| Bombée Sec
Citrobacter Blanche [ Circulaire | Bombeée | Visqueux
Morganella Blanche | Circulaire| Plate Sec
Pseudomonas . . . :
Blanche [ Circulaire | Bombée |Visqueuse
Proteus Blanche | Circulaire | Bombée Sec
P 3(Pseudomonas japonica) Blanche [ Circulaire| Plate | Visqueux
P 12 (Bcillus amylolitique faciens) | Blanche |Circulaire| Plate | Visqueux
P 14(Pantoea.sp) Blanche [ Circulaire| plate | Visqueux
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1.3.Les champignons phytopathogenes

Apres une incubation de 7 jours, une croissance sur la totalité de la boite a été remarquée
pour les deux souches fongiques utilisées, un mycélium de couleur blanche avec des hyphes
denses cotonneux (figure 4).

——

Figure 4: Caractéres phénotypiques des champignons, (a) : Fusarium redolens ,
(b) :Alternaria graminicola

I1. Mise en évidence des activités biologiques des bactéries nodulaires

I1.1. Transformation de I’azote

11.1.1. Test sur milieu liquide

Apreés 4 jours d’incubation, I’addition de 3 a 4 gouttes de réactifs nitrate réductase | et Il
n’a pas changé le milieu (absence de coloration rouge) chez tous les souches (Figure 5),apres
’addition de la poudre de zinc, les bactéries ont toutes donné une réaction négative (Tableau
5), le milieu est toujours inchangée, la couleur reste presque jaunatre ce qui indique un
résultat positive, sauf pour le cas de la souche 12 qui a montré un virage de couleur du milieu
vers le rose claire ce qui indique qu’elle ne posséde pas la nitrate réductase et donc qu’elle est
incapable de réduire le nitrate. Ainsi on peut dire qu’excepté la souche 12 les bactéries

nodulaires possédent une activité nitrate réductase.
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Figure 5: Résultat du test de nitrate réductase sur le milieu TY

Tableau 5 : Test de 1’activité nitrate réductase

Résultat apres
Souche ’ajout des réactifs
NletNIl

Apres ’ajout de
poudre du zinc
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1
1
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1
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D
1
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- :le milieu ne change pas de couleur (aucune teinte obtenu)
+ : Le milieu change de couleur, une teinte rose claire obtenu
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11.1.2.Test sur milieu solide NFMM

Sur le milieu NFMM, et apres incubation, des halos clairs sont apparus autour des colonies
pour la majorité des bactéries nodulaires (les souches 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 12, 13, 14, 15), ce qui
prouve encore une fois leur capacité de fixer 1’azote atmosphérique. Pour les autres bactéries

(1, 8,9, 11 et 16), aucun halo n’est apparu (Tableau 6, Figure 6, Figure 7).

Figure 6 : Résultats du test de la nitrogénase (a) : résultat positif, (b) : résultat négatif
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Tableau 6 : Diamétres des colonies, des halos et des zones colorées des souches nodulaires

Souche | Résultats | Diametre dela ’Diamétre Diametre de la zone
colonie (mm) | d’halo (mm) colorée (mm)
1 - 2+1 - N
2 + 1+0 3+0 2
3 + 1+0 4+1 3
4 +++ 2+1 9+0 7
5 ++ 1+0 6+2 5
i 6 ++ 2+1 4+0 5
7 + 2+0 5+ 1 3
8 - 2+1 - ;
9 - 1+0 - -
10 ++ 1+0 50 4
11 - 2+1 - -
12 + 1+0 4+1 3
13 + 3+2 4+0 1
14 +++ 3+1 8+1 5
15 + 1+0 4+2 3
16 - 2+1 - -

Résultat négatif / Halo indétectable a cause de la concentration élevée des exo-polysaccharides.
+ : Résultat positif / Détection d’un halo.

La zone colorée = Le diametre du virage obtenu — Le diametre de la colonie
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Diameétre de la zone
) - colorée (mm)

123456 78 910111213141516 Souche

Diameétre de la zone colorée (mm)

Figure 7 : Diametre de la zone colorée en fonction de la souche bactérienne.

Ce qui est remarquable aussi c¢’est que méme si le halo est présent ou non, un virage de la
couleur du milieu est obtenu juste apres 24h pour certaines souches (3, 4, 5, 6, 8, 9, 11, 12,
13, 14, 15, 16), alors que pour le reste des souches le temps de virage de couleur a pris plus de

temps.
11.2. Solubilisation des phosphates

11.2.1.Solubilisation des phosphates sur milieu solide

Les souches sont cultivés sur les trois milieux solide (PVK, NBRIP, YED) (Annexe I) avec
comme seul source de [phosphate tricalcique Caz(Po4)].La mise en évidence de la capacité de
solubiliser le phosphate naturel est déterminée par I’apparition des halos clairs autour des
colonies (Tableau 7). Ces derniers sont apparus (au moins sur un des trois milieux utilisés)
chez sept bactéries nodulaires (1, 2, 3, 4, 6,7 et 15) (Figure 8).
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Figure 8: Apparition des halos sur trois milieux différents (a) : PVK, (b) : YED, (c) : NBRIP.

Tableau 7 : Présence ou absence d'halos selon le milieu de culture

Les souches PVK YED NBRIP
1 + + + + + +
2 ++ - +
3 + + + -
4 + + - + +
5 - - -
6 ++ - -
7 ++ + -
8 - - -
o - - -
10 - - -
11 - - -
12 - - -
13 - - -
14
15 ++ ++ ++
16 - - -

- Absence d’halo
+ : présence d’un halo faible

+ + : présence d’un halo trés clair
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Afin de comparer leurs capacités a solubiliser le phosphate naturel, les diameétres des
colonies ainsi que ceux des halos clairs autour des colonies sont mesurés, pour les sept

bactéries qui ont donné un résultat positif (Tableau 8).

Tableau 8 : Diamétres des colonies et des halos sur trois milieux de culture

Milieu de Souche 1 2 3 4 6 7 15
culture

o 11 8 7 7 7 7 12

Dlam_etres des + + + + + + +

colonies (mm)
1 0 0 2 0
Diameétres des halos 14 13 8 9 13 11 16
PVK

(mm) + + + + + + +

4 4 2 0 3 0 1

Diametres des 2 1 1 1 1 1

colonies (mm) * * * + - t t

0 0 0 0 0 0

Diametres des halos 7 2,5 5 2

YED (mm) + ) + - - + +
1 0,5 2 1

o 1 2 3 1

Diameétres des

: + + - + - +

colonies (mm) - = = -

0 0 0 0
Diamétres des halos 3 6 8,5 6,5

NBRIP (mm) + . + . . +
0 1 0,5 0,5

A partir de ces données, I’indice de solubilisation (IS) en % est calculé (Figure 9). La
bactérie qui présente le plus grand indice de solubilisation est la bactérie qui a le plus
important pouvoir de solubiliser le phosphate naturel. En les comparants par cet indice, selon
le milieu de culture il est remarquable que sur le milieu PVK, la souche 6 a donné le meilleur
IS, suivie par la souche S2 puis S7, la souche S1 a donné le plus bas indice. Sur milieu YED

la souche S7 a donné le meilleur résultat, suivie par S1 et S3, la souche S15 vient en derniére
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position. Contrairement au cas précedent, sur le milieu NBRIP, c’est la souche S15 qui a
montré le meilleur indice de solubilisation suivie par la souche S4, tandis que les deux
souches S1 et S2 se sont comportées de la méme maniere en donnant le méme indice de

solubilisation.

90% -
80% -

70% -

60% -
50% - W PVK
40% - W YED
30% - NBRIP
20% -
10%
0% : : . . . .

51 52 s3 54 56 S7 515

Figure 9 : Diagramme en batonnet représentant 1’indice de solubilisation (IS) en % des

souches solubitrices du phosphate naturel, sur trois milieux de culture solide, (Si : souche, i= 1, 2,
3,4,6,7,15)

Ainsi, I’indice de solubilisation de chacune des bactéries testée est dépendant du milieu de
culture. Par exemple I’indice de solubilisation de la souche SI15 est plus important sur le
milieu PVK alors que celui de la souche S7 est plus important sur le milieu YED. A cause de
toute ces variabilité dans le pouvoir de solubilisation, la sélection des souches pour le test de
quantification de phosphate s’est porté sur deux points essentiels. Le premier est de
sélectionner la souche qui montre une capacité de solubilisation sur les trois milieux et le
deuxiéme point consiste a sélectionner celle qui montre un meilleur indice de solubilisation.

Suite a ces données, trois souches (1,4 et 15), sont sélectionnées pour le test suivant.

35



Résultats et discussion

11.2.2.Solubilisation des phosphates sur milieu liquide
Les mesures de pH et de la DO ainsi que la quantité de phosphate libre, sont enregistrés
depuis I’inoculation du milieu de culture (t=0), jusqu’au huitiéme jour d’incubation (t8), pour

chacune des souches solubilitrices du phosphate naturel (Tableau 9).

Tableau 9 : Croissance, pH et quantité de phosphate libre montrés par les souches

solubitrices du phosphate sur milieu liquide

jour Souche | Do Croissance PH Do P libre
1 1 1,32+0,14 6,7+0,13 | 0,26 +0,09
4 1,03 0,17 6,6+0,33 | 0,16+0,04
15 1,58 0,20 6,8+0,15 | 0,16+0,04
1 1,19 +£0,22 6,9+0,13 | 0,32+0,10
2 4 1,34 £0,13 6,9+020 | 0,24+0,04
15 1,39+£0,18 6,8+029 | 0,34+0,07
1 1,00 £0,12 42011 | 0,23+0,06
3 4 0,53+0,31 43+022 | 0,16+0,08
15 1,74+0,12 6,2+0,15 | 0,18+0,02
1 0,90 £0,17 49+0,07 | 0,27+0,02
4 4 0,40 + 0,25 50+0,11 | 0,11+0,01
15 1,86 + 0,09 6,1+0,91 | 0,24+0,07
1 0,98 +0,17 55+0,75 | 0,16+0,04
5 4 0,66 + 0,02 6,7+0,73 | 0,17 +0,05
15 0,90 0,21 6,0+067 | 0,17 +0,02
1 1,12 £0,10 6,3+0,47 | 0,22+0,07
6 4 1,13£0,10 6,3+0,84 | 0,16+0,03
15 1,49 0,09 6,3+027 | 0,21+0,05
1 1,08 0,10 6,2+0,35 | 0,16+0,07
7 4 1,08+ 0,01 47+080 | 0,16+0,03
15 1,64+0,11 32+0,15 | 0,12+0,02
1 1,03 £ 0,04 53+060 | 0,16+0,05
8 4 0,93+0,16 4,4+0,15 | 0,18+0,04
15 1,24 £0,24 43+0,04 | 0,22+0,06
1 1,01 £0,19 6,0+055 | 0,17 0,03
9 4 0,98 + 0,20 52+011 | 0,20+0,11
15 0,93 +0,27 51+004 | 0,28+0,08
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11.2.2.1. Mesure du pH et de la croissance

Au cours d’une incubation de neuf jours, des bactéries testées pour la solubilisation, le
pH et la DO sont mesurés chaque jour, (Figure 10).

. M Hjourl
W jour2
7 W jour3

7 Hjourd

[ T S e & o = ) |
1

W jour5

[y
1

mjourt

0 1 1 jour?7
DOde PH DOde PH DOde pH

i i i jour 8
croissance croissance croissance

jour9

souche 1 souche 4 Souche 15

Figure 10 : Croissance et pH des souches solubilitrices en fonction du temps.

En présence du phosphate naturel, la croissance est variable selon la souche et selon le
temps. La meilleure croissance est celle remarquée pour la souchel5 par rapport aux deux
autres pour la majorité des jours. La souche 15marque sa croissance maximale dans le
quatriéme jour d’incubation. La souche 4 montre sa meilleure croissance pendant le deuxiéme
jour d’incubation alors que la souche 1 est dans son maximum de croissance dans le premier

jour.

Contrairement au cas de la souche 15, le pH, est augmenté légerement pendant le
deuxiéme jour d’incubation pour les souches 1 et 4. Le milieu est devenu acide pour ces deux
souches au cours du troisiéme jour d’incubation. La souche 4 a montré le méme niveau
d’acidité pendant le huitiéme jour alors que la plus grande acidité pour la souche 15 est

enregistrée pendant le septiéme jour d’incubation.
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En comparant la croissance et I’acidit¢ du milieu, nous remarquons que pour chacune des
trois souches, le pH est stable a sa neutralité dans le jour ou la souche montre sa meilleure
croissance. Le pH devient acide dans la phase ou la croissance est réduite pour les souches 1
et 4, le cas est contraire pour la souche 15 qui dans le cinquieme jour montre une croissance

plus faible mais un pH encore proche du neutre.

11.2.2.2. Mesure du P libre

Les absorbances des solutions contenant du K2HPO4 a différentes concentrations en g/ml
d’eau distillé (0,1; 0,2; 0,3; 0,4 g/ml), nous ont permis de dresser une courbe d’étalonnage

avec une équation de type Y= Ax+B (Figure 11).

y =0,9x- 0,002
o DO R2= 0,999
0,35 PS
0,3
0,25 =
0,2
0,15 -
o1 ¢ DO
0,05 =t
0
-0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Figurell : Courbe d’étalonnage de la densité optique en fonction de la concentration du
phosphate libre (KaHPOa)

L’équation obtenue (Y=0,9x-0,002, avec R?-0,009), nous a permis de calculer la quantité
de phosphate libre libérée ou donnée par chacune des trois bactéries solubilitrices suivies
dans ce test. Les valeurs de 1’absorbance du phosphate libre enregistrées pour chaque jour

pendant une période de 9jours ont servi aussi dans le calcul (Tableau 10).
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Tableau 10 : Densité optique du phosphate libre obtenu pendant 9 jours d’incubation des

Ainsi pendant 9 jours et pour chaque jour d’incubation, la quantité de phosphate naturel

(en mg/l) que chacune des souches testées a pu solubiliser en phosphate libre (Figure 12) est

enregistrée.
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souches nodulaires

Jour souche 1 souche 4 souchel5
1 0,26 +0,09 | 0,16 +£0,04 | 0,16 £0,04
2 0,32+0,10 | 0,24 +£0,04 | 0,34+0,07
3 0,23+0,06 | 0,16 +0,08 | 0,18 £0,02
4 0,27+0,02 | 0,11+0,01 | 0,24+0,07
5 0,16 £0,04 | 0,17+£0,05 | 0,17 +0,02
6 0,22+0,07 | 0,16 £0,03 | 0,21 +0,05
7 0,16 +£0,07 | 0,16 £0,03 | 0,12 +0,02
8 0,16 +£0,05 | 0,18 +0,04 | 0,22 +0,06
9 0,17+£0,03 | 0,20+0,11 | 0,28 +0,08

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

msouche 1
M souche 4

M souchel5s

Jours

Figure 12 : Diagramme en batonnet représentant la quantité en phosphore libre (mg/l),

libérée par souche bactérienne et par jour

En comparant entre les jours d’incubation en quantité de phosphate solubilisé par les trois
souches, nous remarquons que la plus grande quantité pour les trois souches est celle
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solubilisée au cours de leur deuxiéme jour d’incubation. Dans le premier jour c’est la souche
1 qui a montré la plus grande quantité en phosphate libre, contrairement aux deux autres qui
ont donné la méme quantité inférieure a celle de la souhel. Dans le troisieme jour, la
meilleure quantité est donnée par la méme souche. Dans le quatriéme jour c’est toujours la
souche 1 qui est remarquable avec la souche 15. Dans le cinquiéme jour, les trois souches
libérent des quantités en phosphates libres tres proches. Dans le sixieme jour, le résultat pour
les trois souches est similaire a celui obtenu le quatrieme jour. Le résultat du septieme jour
est similaire a celui du cinquiéme jour. Dans le huitieme jour, la quantité en phosphate
solubilisé est plus importante chez la souche 15 et enfin dans le neuvieme jour, cette derniére

souche est clairement la meilleur solubilitrice du phosphate.

Donc si on compare tous les données ensemble on peut dire que la meilleure quantité de
phosphate solubilisé peut étre obtenue apres deux jours d’incubation de souches nodulaires,
avec une importance plus enregistrée par la souche 15 qui a pu solubiliser plus de phosphate
libre que les deux autres dans cette période. L’importance de cette souche aussi est bien
remarquable dans le dernier jour d’incubation, ou la souche a pu libérer une quantité en
phosphate libre beaucoup plus importante que celles donnée par les deux autres souches

bactériennes.

I11. Mise en évidence de ’antagonisme des bactéries nodulaires vis-a-vis des

microorganismes pathogenes du pois chiche

I11.1. Activité antibactérienne

Parmi les 16 souches testées, seulementll (1, 2, 4, 6, 7, 9, 10, 11, 14, 15 et 16), montrent
une zone d’inhibition autour des disques (Figure 13), en présence de la bactérie pathogéene
indicatrice. D’autres parts parmi 9 bactéries pathogénes, seulement cing (Staphylococus, p14,
p3, pl2, pl4), ont trouvé une activité inhibitrice contre leur croissance, donnée par les

bactéries nodulaires (Tableau 11, Figure 14).
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Figure 13: Zones d’inhibition des bactéries nodulaires contre la bactérie pathogéne

Tableau 11 : Diamétre des zones d’inhibition obtenues autour des colonies des bactéries

nodulaires

Souche . .

nodulaire Staphylococcus | E. coli | Citrobater | Morganella | Pseudomonas | Proteus p3 pl2
1 7 - - - - - - 14
2 9 - - - - - - 16
3 - - - - - - - -
4 - - - - - - 8 -
5 - - - - - - - -
6 8 - - - - - 8 -
7 6 - - - - - - -
8 - - - - - - - -
9 - - - - - - 17 -
10 10 - - - - - - -
11 - - - - - - 17 -
12 - - - - - - - -
13 - - - - - - - -
14 14 - 11 - - - - -
15 - - 8 - - - 10 -
16 - - 15 - - - 13 -

- :Résultat négatif (Absencede zone d’inhibition).
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Figure 14 : Diamétre d’inhibitions données par les souches nodulaires en présence de cing
bactéries pathogenes

La plus grande activité antibactérienne des souches nodulaires est donnée par les deux
bactéries 9 et 11 (Pantae agglomerans et Burkholderiaceae bacterium) contre la souche
pathogene P3 (Pseudomonas japonica). Cette derniere est suivie par celle de la souche 2
(Burkholderiaceae bacterium) contre la bactérie phyto pathogene p12 (Bcillus amylolitique
faciens). L’activité de la souche 16 (Ensife rmeliloti 2011) contre Citrobacter prend la
troisieme position. La plus faible activité antibatérienne est montré par la souche 7
(Burkholderia terricola) contre la souche phytopathogéne P14 (Pantoea sp.). La souche
Staphylococus, se trouve inhibée fortement par la souche 14 (Burkholderiaceae bacterium)

puis la souche 10 (Sodalis paraecaptivus).
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111.2. Activité antifongique

Parmi les 16 souches testées, quinze souches montrent une inhibition de la croissance
mycélienne (Figure 15), (une inhibition apparue au moins chez 1’une des deux champignons),

et seulement une seule souche (souche 6) apparait non capable (Tableau 12, Figure 16).

Figure 15: Croissance du champignon F9 en absence (a) et en présence d’une bactérie

nodulaire.
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Tableau 12 : Pourcentage d’inhibition bactérienne, diamétre de croissance mycélienne

Champignon F9 Champignon F 11
E Y s 8 E N E 2y s 8 E 3
Souche |3 €3 e 2E = 38 e 3 e 2E =
=| 28 | g5 | ZE |25
Témoin 7,5+£0,5 30,5+3,5 4,35 4,5+0,5 34,5+1,5 3,33
1 + 8+2 20+2 8,33 + 5+0 26,5+0,5 4,65
2 + 8,5+0,5 22,5+0,5 7,14 + 4,5+0,5 25+2 4,88
3 - 9,5+£0,5 36+1 3,77 + 410 3243 3,57
4 - 9,5+0,5 37,5%0,5 3,57 + 410 30,5+1,5 3,77
5 + 8+l 30+0 4,55 + 410 29,5+0,5 3,92
6 - | 85%05 366 3,64 - 4,5+0,5 34,5%15 3,33
7 + 7,5+0,5 24,5£3,5 5,88 + 5+0 25+1 5,00
8 - 6,5 +0,5 38,5+0,5 3,13 + 4,5+0,5 26,515 4,55
9 + 6+0 22+1 6,25 + 410 30£1 3,85
10 - 8,5+0,5 31+0 4,44 + 410 26+2 4,55
11 + 8,5+0,5 26x1 571 + 5+0 31,525 3,77
12 - 9+0 39,5+6,5 3,28 + 4+1 32,525 3,51
13 + 9,5+0,5 2543 6,45 + 4,5+0,5 30+2 3,92
14 + 7£0 2240 6,67 + 5+0 26,5+0,5 4,65
15 + 9,5+0,5 27,515 5,56 + 4,5+0,5 27+1 4,44
16 + 8,5+0,5 24,5%0,5 6,25 + 410 29+2 4,00

Pour chaque cas, le résultat est considéré négatif si le pourcentage d’inhibition (1%),

calculé est trouvé inférieur a celui du témoin.
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Figure 16 : Pourcentage d’inhibitions des champignons pathogénes par les souches
nodulaires

La plus grande activité antifongique des souches nodulaires est donnée par la bactériel
contre le champignon F9, suivie respectivement par les souches 2, 14, 13, 9, 16, 7, 11, 15, 5;
les bactéries 3, 4, 6, 8, 10, 12 ne possédent pas la capacité inhibitrice de ce champignon.
Concernant I’inhibition du champignon F11, la bactérie 7 est la plus puissante, suivi par les
souches 2, 1, 14, 10, 8, 15, 16, 5, 9, 13, 11, 4, 3, 12. 1l est clairement remarqué que la souche
6 montre une faible inhibition ce qui reflete faible activité antifongique contre ce

champignon.

Les deux bactéries 1 et 2 possédent une bonne capacité inhibitrice contre les deux

champignons a la fois, elles ont donc la meilleur activité antifongique.
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Discussion Générale

1. Les caracteres phénotypiques des bactéries utilisés sont stables

Quel que soit leur type nodulaire ou non nodulaire, apres repiquage une certaine stabilité
de des caracteres phénotypique est remarquée pour les bactéries utilisées dans cette étude.
Pour le cas des bactéries nodulaires, tous les caractéres montrés sont semblables a ceux des
rhizobias, notamment par rapport a leur aspect visqueux lié a la production des
polysaccharides exo -cellulaires et a 1’absorption du rouge de Congo, montrant leur non
absorbance ou leur faible absorbance a ce colorant (Vincent, 1970). Le rouge Congo est
souvent rajouté aux milieux de culture pour isoler ou pour tester la purification des cultures de
rhizobias (Vincent, 1970 ; Torch, 2006). Les bactéries non rhizobias utilisées, ont montré des
caractéristiques différentes que ceux des rhizobias notamment la couleur rose foncée des
colonies et 1’absence de production des EPS. Sachant que la culture répétée des souches
microbiennes est un facteur important dans la mutation génique de ces derniéres (Vincent,
1970), et avec les résultats obtenus, nous pouvons dire que les bactéries utilisées dans cette
étude ont pu garder la majorité de leurs caractéres phénotypiques au cours des cultures
successives invitro, ce qui permet de dire qu’elles peuvent étre appliquées dans la recherche

scientifique.
2. La majorité des bactéries nodulaires sont capable de transformer I’azote

La capacité de transformer 1’azote atmosphérique en une forme plus assimilable, est testée
par deux méthodes dans cette étude. Nous avons commencée par celle qui est la plus facile et
la plus rapide appliquée sur le milieu liquide (TY).Cette derniére peut mettre en évidence la
présence de I’activité nitrate réductase. Le résultat obtenu est vérifié et complété par une
deuxiéme méthode appliquée sur le milieu solide NFMM contenant le BTB comme indicateur
de pH et facilitant en méme temps la détection des plages ou des halos. L’apparition de ces

derniers autour de la colonie d’une bactérie testée montre sa possession en nitrogénase.

Le resultat du premier test indique qu’excepté la bactérie 12 (Burkholderia terricola),
toutes les bactéries ont le pouvoir de réduire les nitrates en nitrite. En effet, I’obtention de la

coloration rouge ou rose traduit la réduction de nitrate en nitrite selon la réaction suivante :
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NO; +2H +2¢ = NOy +Hy0

Les nitrates représentent la source la plus disponible d’azote dans la nature. Plus I’azote
prendra une forme plus réduite plus il sera plus facile a étre assimilable par la plupart des
étres vivants (EL- Hilali, 2006). Sachant que la nitrate réductase est I’enzyme qui joue le role
primordiale dans I’obtention de cette forme réduite, on peut dire que les bactéries dont le
résultat du premier test est positif, sont douées d’une activité de nitrate réductase. Nos
résultats sont concordants avec ceux de plusieurs études, traitant le theme de la fixation
biologique de I’azote. L’activité du nitrate réductase a été observée dans plusieurs
associations symbiotiques entre les Iégumineuses et les rhizobias dont 97% de cette enzyme

est localisée dans les bactéroides (Lucinski et al., 2002).

Les resultats du deuxiéme test ont divisé les bactéries testées en deux groupes. Un groupe
qui n’a rien montré autour des colonies et le deuxieme groupe, contenant la majorité des
bactéries : les souches, 2 (Burkholderiaceae bacterium), 3 ( Burkholderia terricola), 4
(Pantaecalida), 5 (Rhizobium giardinii), 6 (Ensifermeliloti 2011), 7 (Burkholderia terricola),
1(Burkholderia terricola), 12(Burkholderia terricola), 13 (Burkholderia terricola), 14
(Burkholderiaceae bacterium) et , 15 (M.ciceri).Ce groupe bactériesa montré des halos tres
clair autour des colonies. Ce ci témoigne leur possession en nitrogénase et ainsi leur capacité

a fixer I’azote atmosphérique.

Il est bien connu que les deux genres Mesorhizobium et Ensifer sont des symbiotes des
légumineuses donc sont des fixateurs d’azote (Vincent, 1970 ; Nour et al., 1994). Le genre
Burkholderia qui se trouve dans la rhizosphére du riz, est trouvé aussi fixateur d’azote (Tran
Van et al., 1996). Jusqu'a présent aucune étude parlant de la présence du Burkholderia dans
les nodules des légumineuses n’est mentionnée sauf celle qui a traité le cas du pois chiche
(Dekkiche et al., 2017), mais malheureusement cette derniére n’a pas examiné le pouvoir
fixateur d’azote de ce genre. Ce résultat obtenu dans cette présente étude montre que les
bactéries appartenant a ce genre et nodulant le pois chiche possedent un systéme enzymatique

leur permettant d’étre des fixatrices d’azote.
La nitrogénase est une enzyme qui assure la réaction suivante (Santi et al., 2013):

N, + 8 H"+ 16 ATP — 2 NHs+ H>
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En réalité cette enzyme est un complexe enzymatique formé de sous-unités, dont le
fonctionnement est in vitro inhibée par I'oxygene, mais dans le processus de symbiose son
fonctionnement est rendu possible dans les nodules racinaires. Il a été montré que le
fonctionnement de cet enzyme est devenu aussi possible en condition aérobie a l'intérieur des
racines de plantes non légumineuses par des microorganismes dites « endophytes » (Santi et
al., 2013 ; Sessitsch et al., 2012). Il semble par ailleurs que les micro-organismes
diazotrophes (fixatrices d'azote), ont de leur c6té développé plusieurs stratégies de protection

de leur complexe nitrogénase (Kathleen et VVanderleyden, 2000 ; Boyd et al., 2015).

Suite a ces informations, nous pouvons dire que la majorité des bactéries nodulaires du
pois chiche, ont un réle dans la réduction et la fixation d’azote. Sachant que la fixation
d’azote est attribué beaucoup plus aux rhizobias (Vincent, 1970, Summerfeld, 1994), il est
probable que les non rhizobias contribuent dans cette activité avec une quantité moindre.
Ceci devrait étre vérifié par un test de nodulation et par un dosage de 1’azote réduit suite a une

inoculation, au moins invitro.

Les autres bactéries qui ont montré un résultat négatif dans ce test, (sachant qu’elles
occupent les nodules), pourraient avoir un autre réle autre que la fixation d’azote. Ce role
pourrait étre bénéfique pour la plante hote ou pour les autres bactéries nodulaires ou pour les
deux, toute en profitant de 1’azote fixé par les bactéries fixatrices d’azote et des nutriments

fournis par la plante.

En plus de la sélection des bactéries fixatrices d’azote, ce test nous a permis a travers
I’indicateur de pH (BTB), de déterminer la vitesse de croissance via le virage de la couleur

verte du milieu vers une couleur bleu autour de la colonie aprés 24h.

La majorité des souches: 3 (Burkholderia terricola), 4 (Pantae calida,) 5 (Rhizobium
giardinii), 6 (Ensifermeliloti 2011), 8 (Ensifer meliloti,), 9 (Pantae agglomerans),
11(Burkholderiaceae bacterium), 12 (Burkholderia terricola), 13 (Burkholderia terricola), 14
(Burkholderiaceae bacterium), 16 (Ensifer meliloti 2011) ont acidifie le milieu dans les
premiers 24h, ceci permet de dire qu’elles sont des bactéries a croissance rapide. Ce résultat
est concordant avec ceux d’autres études mentionnant que les genres : Ensifer, Burkholderia

sont & croissance rapide (Vincent, 1970). Ceci confirme aussi I’hypothese soulevée dans la
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premiére partie du travail qui mentionne que les bactéries nodulaires utilisées ont gardé leurs

caractéristiques phénotypiques.

3. Certaines bactéries nodulaires sont capables de solubiliser le phosphate naturel

En plus de I’azote, 1’alimentation minérale en phosphate est également une des principales

activités améliorant la croissance des végétaux. Sept souches bactériennes et nodulaires du
pois chiche parmi seize, sont trouvées capables de solubiliser les phosphates insolubles
(Caz(PO4),), contenus dans le milieu de culture. La diversité des bactéries nodulaires
examinées dans cette étude, les préférences alimentaires des souches ainsi que I’impact de la
nature du sol sur la performance des souches, nous ont incités a opter pour trois milieux
différents afin de mettre en évidence leur activité solubilisantes du phosphate insoluble.
Une diversité remarquable est trouvée dans ce groupe solubilisateur : trois souches (S1, S3 et
S7) sont affiliées a (Burkholderia terricola), une (S2) a Burkholderiaceae bacterium, une
(S4) a Pantae calida, une (S6) a Ensifer meliloti 2011 et une (S15) a M.ciceri, cependant la
dominance en nombre revient au genre Burkholderia.

Puiseurs études ont mentionné les capacités solubitrices du phosphate naturel par plusieurs
souches de : Burkholderia (Song et al., 2008 ; Ghosh et al., 2016), Ensifer (Prabha, 2013 ;
Hossein, et al., 2007) et M.ciceri, (Zaidi et al., 2010 ; Das et al., 2017). Concernant la souche
Pantaecalida, la littérature manque de données en ce theme exact, mais certains bactéries du
genre Pantae dont P. agglomerans (Sulbaran et al., 2008), ont montré leur capacité
solubilitrice.

Le fait que I’indice de solubilisation le plus élevé est donné par la souche S15 (M.ciceri)
est trouvé le plus important dans cette étude est trés logique sachant que cette espéce est
connue étre le symbiote le plus spécifique au pois chiche (Nour et al., 2004, 2005). Aussi
Halder et al. (1990) ont trouvé que les souches isolées a partir de Cicer, sont les meilleures

solubilisant du phosphate au sein des rhizobiums.

Les résultats obtenus dans plusieurs études ont corrélé la solubilisation du phosphate

naturel avec des conditions acide du milieu, ces chercheurs expliquent cet évenement par la
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production de différents types d’acides organiques (lactique, gluconique, isobutyrique,
acetique, glycolique, oxalique, malonique et succinique), au cours de la solubilisation du
phosphate (Kloepper et al., 1989).Les micro-organismes liberent le P par la production
d'acides organiques et/ou par la sécrétion de H + . Par conséquent, le P peut étre libéré par la
substitution des protons ou sa complexassions avec le Ca2+ (Ilimer et Schinner, 1995). Tout
cela va donc 1égérement diminuer le pH du milieu dans lequel les bactéries sont capables de
poursuivre leur croissance. Dans ce pH acide, les formes de phosphate inorganique
complexées se solubilisent, les ions phosphates deviennent alors disponibles pour les racines
des plantes de maniére totalement naturel, la plante va 'utiliser dans différentes réactions

métaboliques, une exigence qui agit directement sur sa croissance (Ilimer et Schinner, 1995).

Ce qui est trés remarquable dans les résultats obtenus dans cette étude c’est que,
contrairement aux cas des bactéries solubitrices S1 et S2 (Burkholderia), la souche S15 (M.
ciceri), qui a montré le plus grand indice de solubilisation, n’a pas montré une acidification du
milieu lorsqu’elle solubilise la plus grande quantité en phosphate. Au contraire pour cette
souche I’acidification du milieu est corrélé avec la plus quantité du phosphate solubilisé. 11
est bien probable que le mécanisme de solubilsation de la souche M.ciceri est bien différent
de celui adopté par les autres bactéries solubitrices. Cette hypothése devrait étre vérifiée par

d’autres études employant des méthodes plus poussées.

La plus grande quantité de phosphate solubilisée ainsi que le temps nécessaire a une
solubilisation maximale du phosphate naturel, sont sans doute deux parametres trés
importants pour sélectionner les souches destinées a une future inoculation au champ. Ces
deux paramétres sont trés remarquables chez la souche S15 (M.ciceri). Cette derniére a
montré sa plus grande capacité solubilitrice dans le deuxiéme jour d’incubation en libérant
0,8g/ml du phosphate soluble. Ce résultat permet de valoriser la souche (M.ciceri) et lui

donner un role primordial dans la préservation de sa plante héte ainsi que celle du sol.

Quel que soit la quantité de phosphate soluble libéré dans le milieu, Les sept bactéries
trouvées solubilisantes, dans cette peuvent étre considérées comme des biofertilisants car
elles sont capables de libérer une quantité de P supérieure a celle nécessaire a leur
métabolisme, ce qui permet aux plantes d’absorber le surplus (Hameeda et al.,
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2008 ;Kloepper et al., 1989). Il est a noter aussi que parmi les autres bactéries montrant un
résultat négatif de solubilisation, peuvent exister celles fiables dans cette caractéristique. En
effet lors de la solubilisation, la plupart des bactéries acidifie 1’espace périplasmique par
oxydation directe du glucose. Les composés d’acides organiques sont libérés difficilement
dans le milieu solide contrairement au milieu liquide (Nautiyal, 1999). La conséquence de ce
phénomene se manifeste par la non-apparition du halo de transparence autour des colonies des
souches solubilisant efficacement les phosphates sur bouillon PVK. Dans notre cas le test de
solubilisation est commencé sur milieu solide, ainsi la capacité inhibitrice de certaines

bactéries pourrait passer inapergue.

4. La plus part des bactéries nodulaires présentent une activité antibactérienne et

une activité antifongique

Les seize bactéries nodulaires sont testées pour leur capacité d’inhiber la croissance des
bactéries pathogénes par la méthode de disque. Cette derniere est souvent appliquee par les
chercheurs a cause de sa simplicité et de ses résultats rapides et clairs que ce soit dans les test
de I’activité antibactérienne des extraits de plantes (Haddouchi et al., 2016) ou bien dans les

test de I’antagonisme des bactéries (Tabak et Bensoltane, 2011).

L’activité antibactérienne mise en évidence dans cette étude n’est pas li€é a un genre
nodulaire déterminé. Cette activité est montrée par des genres diversifiés dont le genre
Burkholderia s’est bien manifesté avec les autres genres des rhizobias connus (M.ciceri et
Ensifer meliloti). Les rhizobias sont souvent connus par leur effet positif sur la vitalité de leur
plante héte dont I’aptitude a fixer 1’azote (Fages, 1988), mais concernant leur aptitude
antibactérienne la littérature n’est pas riche. La présence du genre Burkholderia dans les
nodules du pois chiche est jusqu'a présent considérée un événement inattendu et ainsi la
comparaison des résultats obtenus dans cette étude devient difficile a impossible. Ce qui est
trés remarquable aussi c’est que 1’activité antibactérienne détectée dans ce travail est ciblée
contre les bactéries pathogenes cliniques et contre celles connues étre phytopathogénes. En
effet Pactivité antibactérienne est détectée contre Staphylococcus, (par Burkholderia
terricola ;Burkholderiaceae bacterium ; Ensifer meliloti 2011 ; Sodali sparaecaptivus et
Burkholderiaceae bacterium) contre Pseudomonas japonica (par Pantae calida ; Ensifer
meliloti 2011 ; Pantae agglomerans; Burkholderiaceae bacteriumet M.ciceri), contre
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Citrobacter ( par Burkholderiaceae bacterium ; M.ciceri et Ensifer meliloti 2011),contre
Bacillus amylolitiquefaciens (par Burkholderia terricola et Burkholderiaceae bacterium ) et

contre Pantoea sp. (par Burkholderia terricola et M.ciceri).

Enfin, les souches Pantae agglomerans et Burkholderiaceae bacteriumse sont montré les
plus fiables contre la souche pathogéne P3 (Pseudomonas japonica). Les souches
Burkholderiaceae bacterium et Sodalis paraecaptivus ont montré leur grande activité

inhibitrice contre la bactérie pathogene Staphylococus.

Toutes ces qualités anti pathogenes pourraient donner une explication de la grande
diversité bactérienne nodulaire trouvée dans les nodules du pois chiche. Il est probable que
ces bactéries nodulaires travaillent individuellement ou en synergie pour protéger les racines
du pois chiche contre les bactéries pathogénes. Cet acte est mis en évidence dans plusieurs
études menes sur les bactéries PGPR qui peuvent étre des endophytes ou bien se trouvant
dans la rhizosphere de la plante hote (Kebe et al., 2009 ; Lemanceau, 1992 ). L’activité
inhibitrice pourrait étre expliquée par la production par les bactéries antagonistes
d’antibiotiques des bactériocines. Ces substances inhibitrices produites par les rhizobias et
qui sont désignées sous le terme rhizobiocine (Venter et al., 2001), constituent I’'un des
facteurs antagoniques ou de compeétition responsables de la dominance de ces bactéries dans
le sol (Roslycky, 1967).

En plus de Dactivité antibactérienne, un effet inhibiteur antifongique des bactéries
nodulaires est enregistré dans cette étude contre deux champignons (F9 et F11) de deux
affiliations différentes (Fusarium redolens et Alternaria graminicola), suite a une
confrontation sur un milieu gélosé. L’inhibition de la croissance fongique se traduit par la
réduction du diamétre des colonies des deux champignons en présence de la bactérie

nodulaire par rapport au témoin qui ne contient que le champignon.

La plus grande inhibition contre le champignon Fusarium est donnée par la bactérie
nodulaire Burkholderia terricola,.Celle-ci est suivie par 1’inhibition donnée par la bactérie
nodulaire Burkholderiaceae bacterium. Concernant 1’activité antagoniste la plus importante,
adressée contre le deuxiéme champignon (Alternaria graminicola), elle est donnée par la
bactérie nodulaire Burkholderia terricola suivie par celle donnée par Burkholderiaceae

bacterium. Don dans les deux cas c’est toujours la bactérie Bukholderia qui montre le plus
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grand effet antagoniste. Avec ce résultat le genre Bukholderia explique encore une fois sa
présence dans le nodule du pois chiche comme protecteur de cette léegumineuse contre les
pathogenes, surtout que ces deux champignons sont connus comme phytopathogenes de
plusieurs types de cultures telle que celle du blé (Sebihi., 2016).Des études menées par
Jiménez-Fernandez et al. (2011) sur le pois chiche au Liban, au Maroc, au Pakistan et en
Espagne ont montré que 1’infection de cette plante par le Fusarium redolens (F9) cause des
symptomes ressemblant & un flétrissement, ainsi qu’un jaunissement des feuilles et une
nécrose qui se développent a partir de la base de la tige, et sénescence prématurée, pour le
champignons F 11 (Alternari agraminicola) des études ont monté que le genre Alternaria est

responsable de la rouille chez le pois chiche (Nene et al., 1996).

Les rhizobias sont souvent signalé posséder un potentiel important pour contrdler la
croissance de  nombreux champignons (Chao,1990) et sont considérés comme des
antagonistes tres efficaces contre des champignons phytopathogénes, tels que : Pythium,
Macrophomina phaseolina, Fusarium, Rhizoctonia et Phytophtora (Hemissi et al., 2011).

L’activité antagoniste antibactérienne et antifongique des bactéries nodulaires pourrait
étre réalisée directement ou indirectement. Directement par le fait que ces souches nodulaires
peuvent directement parasiter les microorganismes phyto pathogénes en dégradant leurs
parois grace a des substances inhibitrices ou hydrolysantes telles que des protéines ou
lipopeptides, de type fengycine. Les bactéries nodulaires peuvent agir indirectement par leur
capacité a produire des substances, qui permettent d’augmenter 1’effet protecteur de la plante
elle-méme contre les pathogenes. Dans le cas des rhizobias, l'activité antagoniste est
principalement attribuée a la production d'antibiotiques, d'enzymes mycolytiques et de
sidérophores dans des conditions limitantes en fer (Ongena et al.,1999; Mishra et al., 2006 ).
Ceci est en plus de la compétition et ’induction de résistances systémiques liées a la défense
des plantes (Elbadry et al., 2006). Enfin dans cette étude, nos résultats montre que les
souches appartenant au genre Bukholderia sont les plus capable d’inhiber les champignons
testés. plusieurs espéces du  Burkholderia ayant une activité antifongique, sont montré
produire des métabolites qui inhibe les champignons comme 1’énacyloxine, la pyrrolnitrine, la
bactoboline et les quinoléines, en plus de nouveaux composés et de nouveaux dérivés de la
bactoboline (Othman, 2012).
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Ces bactéries trouvées antagonistes contre les bactéries et les champignons dans cette
présente étude, sont donc efficaces dans le bio contrdle de divers agents microbiens cliniques
et phytopathogenes (Williams et Asher, 1996).
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Dans une approche visant le réle des bactéries nodulaires du pois chiche, un ensemble de

test est appliqueé sur seize bactéries nodulaires du pois chiche. Plusieurs points importants

peuvent étre tirés des résultats obtenus :

La majorité des bactéries nodulaires possedent des nitrate réductase et la nitrogénase,
ce qui permet de conclure sur leur implication dans la réduction et la fixation de

I’azote atmosphérique.

Sept bactéries nodulaires ont montré leur capacité a solubiliser le phosphate naturel,
dont trois sont testées pour la quantité en phosphate libérée. La bactérie M.ciceri a
montré le plus grand indice de solubilisation dans le deuxiéme jour d’incubation et
dans des conditions proches du neutre contrairement aux deux autres bactéries
Burkholderia terricola et Pantae calida dont la solubilisation est enregistrée dans des

conditions acides.

Une importante activité antibactérienne des bactéries nodulaires est mise en évidence
dans cette étude. La bactérie pathogene Staphylococcus, s’est trouvée sensible a cing
bactéries dont la dominance revient au genre Burkholderia. La bactérie pathogéne
Pseudomonas japonica s’est trouvé sensible a cinq bactéries nodulaires aussi mais la
dominance revient au genre Pantea. Les trois genres Burkholderia; M.ciceri et
Ensifer melilotise sont montré tres antagonistes contre la bactérie pathogéne
Citrobacter. La bactérie pathogene Bacillus amylolitique faciens a montré sa grande
sensibilité devant le genre Burkholderia et enfin ce dernier avec le genre M.ciceri ont

montré leur antagonisme contre la bactérie pathogene Pantoea sp.).

La majorité des bactéries nodulaire a pu inhiber la croissance mycélienne de deux
champignons différents en genres (Fusarium redolens et Alternaria graminicola).
Dans les deux cas, la plus grande inhibition est donnée par la bactérie nodulaire

Burkholderia terricola.

Les activités biologiques des bactéries nodulaires mises en évidence dans cette étude

permettent de les classer dans la catégorie des microorganismes bénéfiques. Ces bactéries
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seraient donc efficaces dans le bio contréle de divers agents microbiens cliniques et phyto

pathogenes.

Les résultats trouvés dans cette étude constituent une base de données pour chacune
des activités biologiques examinées. Il est souhaitable de s’approfondir dans chacune de
ces activités et comprendre le mécanisme adopté pour chacune des souches utilisées dans
cette étude. Il est aussi souhaitable de tester ces bactéries pour d’autres activités
biologique telles que leur tolérance aux metaux lourds, la production du AIA (l'acide
indole acétique) et des sidérophores. Des essais sur champ permettraient de bien valoriser

les capacités de ces bactéries.
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ANNEXE1 -Milieux de culture et solutions utilisés

Les constituants des milieux utilisés en g/l

Gélose nutritive (GN)

PEPLONE ..o 10
Extrait de levure ........cccooceveveieiiie e, 3
Extrait de viande ..........cccovvveveiiiniiiiciee 3
Chlorure de sodium .........ccocceveveienieneninenins 5

AGAr-AQar ..ooeiiiiiiiieecieee e 15
Eaudistillée..............coooiiiiini, 1000ml
PH e 7,2

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.

Yeast Mannitol Broth (YMB) (Vincent, 1970)

Mannitol ........cccooveriee 10
KoHPO4 o 0,5
MQSO4 -TH20 ...coviiiiciiieee e, 0,2
NaCl ..o, 0,1
Extraitdelevure ... 0,5
Eaudistillée...............ooooiiniinn. 1000 ml
PH 6,8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.

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

YMB ... 1000ml
AQAr. ... 18
PH . 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes
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Composition de milieu YMA + Rouge Congo en g/l (Vincent, 1970)

YMB ..o 1000ml

Solution de rouge Congo ...................... 10ml (0,25 g /100 ml)
Al oo 18

PH o pye et 6.8

Solution de Rouge Congo
Rouge Congo........ovvvvvviiiiiiiiiiieeeicceenn 2,5

Eau distillée .....ovvveeeeinnnn. 100 ml

Tryptone.....c.vviniiiii i 5.0
Yeast eXtract ......covviiiiiiiiiii e, 3.0
CaCl2-H20....cooiiiiiie e, 0.87
PH 7.0+£0.2
Eau distillée...............cooooiiini 1000 ml

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.

Mileu de Pikovskaya (PVK) (Pikovskaya, 1948)

GIUCOSE ...veeeeeiei i 10
(NH4)2SO04 .o 0,5
MQSO4-TH20 ..o 0,1
NaCl .o, 0,2
KCl o 0,2
MNSO4,7H20 ..o 0,002
FeSOq4, TH20 ... 0,002
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AQar-Agar .......ooiiiii i 15
Eaudistillée..............ooooiiiiiiiiin, 1000 ml
PH 7

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.

Milieu NBRIP (National Botanical Research Institut’s Phosphate medium) (Nautiyal,
1999)

GIUCOSE ..nveeeei i 10
MQCl2, 6H20 ... 5
Caz (PO4) .. 5
MQSO4, TH20. ..o 0,25
KCL oo 0,2
(NH4)2 SO4 v, 0,1
PH o 7
Eau distillée...............ooiii 1000 ml

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.

Milieu YED (Yeast Extract Dextrose)

Yeast EXtract .........ocoovvviiiiiiiiiiii 10
GIUCOSE .. v 20
Caz(PO4). ., 5
AQar-Agar ... 20
PH oo 7
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Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.

Milieu NF-MM (Nitrogene-Free- Malate- Mannitol-Medium) (Herman et al, 1994)

KH2PO4 oo 0,4
KoHPOg oo 0,1
MgSO4-TH20 ..o 0,097
NaCl oo 0,1
CaCl2 .o 0,0196
FECI3 -6H20. .. ..o, 0,017
NaMoOs- 2H20 ..o 0,002
Extraitde levure ........ccoooeeeiiiiiiiii ., 0,001
L-Acide Malique ...........cccevviiiiiiiiininnn, 3,58
Mannitol ... 5
AQar-Agar .......ooeiiiiii 15
Eaudistillée....................c 1000 ml
PH Lo 7

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.
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ANNEXE Il —Les tableaux détaillés des résultats

Tableau 6 : Diameétre de colonie, des halos et de la zone colorée des souches nodulaires

@ de @ de Moyennes Moyennes Diggn Iéatre
) Colonie | Colonie col(cj)(ralies gl(t’n};il]()) gzd(;]lﬁ()) des halos zone
Souche | Résultat | R1(mm) | R2(mm) (mm) (mm) c(or:]onrq(;e
1 - 3 1 2+1 - - - -
2 + 1 1 1+0 3 3 30 2
3 + 1 1 1+0 5 3 4+1 3
4 +++ 1 3 2+1 9 9 9+0 7
5 + + 1 1 1+0 8 4 6+2 5
6 ++ 3 1 2+1 4 4 4+0 2
7 + 2 2 20 6 4 5+1 3
8 - 1 3 2+1 - - - -
9 - 1 1 1+0 - - - -
10 ++ 1 1 1+0 5 5 5+0 4
11 - 3 1 2+1 - - - -
12 + 1 1 1+0 5 3 4+1 3
13 + 5 1 312 4 4 410 1
14 +++ 4 2 3x1 9 7 8x1 5
15 + 1 1 1+0 6 2 4+2 3
16 - 2 2 20 - - - -

@ :Halo / R:Répétition
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Tableau 8: Diamétres des colonies et des halos sur trois milieux de culture
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Tableau 12 : Diamétre de croissance mycélienne

Champignon F11

(ww) 82uessI019 ap SBUUBAOIN
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3,9 0 1

6_;_5 38,5 4,5 26,5

8 -1 716 05 38|39 + [28]25] &
0,5 0,5 1,5

6 22 4 30

9 +16 6| = [23[|21] =% * (29|31 %
0 1 0 1

8,5 31 4 26

10 -19(8] £ (3131 % * 124128 %
0,5 0 0 2

8,5 26 5 31,5

11 +19 8| = [27|25] % * (3429 %
0,5 1 0 2,5

9 39,5 4 32,5

12 -19(19] £ (33|46 % * 3035 %
0 6,5 1 2,5

9,5 25 4,5 30

13 + (10| 9| £ |22(28] % (32|28 %
0,5 3 0,5 2

7 22 5 26,5

14 + 77| £ |22(22] % 12627 %
0 0 0 0,5

9,5 27,5 4,5 27

15 + 19|10 = [29|26] = * [26(28| %
0,5 1,5 0,5 1

8,5 24,5 4 29

16 + 189 = |25(24] % * |31|27| %
0,5 0,5 0 2
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Tableau 13 : Croissance et pH des souches solubilitrices en fonction du temps.

Jours

DO de croissance

PH

DO de P. libre

R.1

R.2

R.3

Moyenne

R.1

R.2

R.3

Moyenne

R.1

R.2

R.3

Moyenne

[EEN

1,53

1,25

1,18

1,32+0,14

6,7

6,9

6,5

6,7+0,13

0,12

0,32

0,33

0,26 + 0,09

& |~ Souche

0,98

1,29

0,83

1,03+0,17

6,8

6,9

6,1

6,6 +0,33
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Mise en évidence de quelques activités biologiques des bactéries nodulaires du pois
chiche: réduction d’azote, solubilisation du phosphate et antagonisme anti-pathogénie
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Ayant comme objectif la mise en évidence de I’intérét des bactéries nodulaires du pois chiche, sur la
plante héte et sur son environnement, cette étude s’est focalisée sur 16 bactéries nodulaires diversifiées en
genre et en espéces en testant leur pouvoir sur trois types d’activité biologique. Le pouvoir de transformer
I’azote est vérifié via deux tests, mettant en évidence la présence du nitrate réductase et de la nitrogénase.
Le pouvoir de solubilisation du phosphate naturel (phosphate tricalcique) est cherché qualitativement sur
trois milieux solides différents et quantitativement sur le milieu liquide NBRIP. L’activité antimicrobienne
des bactéries nodulaires est testée contre six bactéries pathogénes par la méthode de disque et contre deux
champignons phyto pathogenes par confrontation directe sur milieu gelosé. La plupart des bactéries
nodulaires testées ont montré leur capacité¢ de réduire et de fixer 1’azote. Six bactéries ont révélé leur
pouvoir de solubiliser le phosphate naturel. Trois de ces dernieres sélectionnés via leur indice de
solubilisation, ont subi un test qualitatif. Le résultat montre que la plus grande quantité du phosphate
naturel est libérée pendant le deuxiéme jour d’incubation pour les trois bactéries testées. Cette solubilisation
est accompagnée d’une chute de pH dans le cas de deux bactéries et une stabilité de ce dernier dans le cas
de la souche M.ciceri qui a enregistré la plus grande quantité de phosphate solubilisé. La plus importante
activité antibactérienne et antifongique est montrée par le genre nodulaire Burkholderia contre le plus
grand nombre de bactéries pathogenes, et contre les deux champignons phytopathogénes utilisés.

Avec ces qualités détectées dans cette étude, ces bactéries nodulaires pourraient étre efficaces dans le bio

contrdle de divers agents microbiens phytopathogénes ainsi que dans la biofertilisation du sol.
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