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Résumé

Les légumineuses alimentaires sont considérées depuis longtemps comme les plantes a

graines les plus cultivées avec les céréales par I’homme. La feve (Vicia faba L.) est parmi les
légumineuses alimentaires les plus cultivées pour I’alimentation humaine et joue aussi un role dans
la fertilisation des sols. Des recherches récentes ont prouvé que l'utilisation des PGPR comme
inoculant constitue une alternative biologique soutenable pour la production végétale. Dans le but
de caractériser une série des bactéries et inoculer des graines pour leur effet sur la croissance de la
teve (Vicia faba L.), nous avons entrepris une expérimentation qui consiste a travailler sur des
isolats bactériens préalablement isolés de la rhizosphere de la féve (Vicia faba L.) dans la région
d’Ibn badis Constantine.
Les résultats obtenus montrent que l’inoculation avec les souches de rhizoium sp entraine une
augmentation racinaire et aérienne principalement pour les souches 23, et 100, des études
complémentaires sont nécessaire afin de déterminer leur efficacité dans I’absorption des €léments
nutritifs principalement le phosphore et I’azote.

Mots clé : légumineuses, Vicia faba L., Rhizoium, PGPR, inoculation, hydroaeroponie.



Summary

Legumes have been considered for a long time as the most grown seed plants with cereals
by men. Beans (vicia faba) are among the most grown legume products for the human nutrition and
also play a role in the soil fertilization. Recent research proved that the use of "PGPR" as an
inoculant contains an alternative biological sustainable for the vegetable production. In order to
characterize a series of bacteria and inoculate seeds for their effect on the growth of the bean (Vicia
faba L.), we have undertaken an experiment which consists in working on bacterial strains
previously isolated from the rhizosphere of the broad bean (Vicia faba L.) in the region of Ibn badis
Constantine.

The results obtained show that inoculation with rhizoium sp strains leads to an increase in roots and
air, mainly for strains 23 and 100, additional studies are necessary to determine their effectiveness
in absorbing nutrients mainly phosphorus and nitrogen.

Keywords: Legumes, (Vicia faba L.), Rhizobium, PGPR , inoculation, hydroaeroponic
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Introduction

Introduction
Bien que secondaire par rapport aux secteurs pétroliers et industriels, I’agriculture joue un

role important dans I’économie Algérienne, en employant 23% de la population active et en
participant a 11% du P.I.B. dans cette derni¢re décennie. Les légumineuses alimentaires ont une
superficie moyenne annuelle d’environ 60.000ha pour une production totale en grain secs de
250.000 tonnes (Bank, 2008). La superficie occupée par ce segment a évolué rapidement entre
2000 et 2015 en passant de 19.570 ha a 30.055 ha (Djeghar, et Djeghar, 2014).

Beaucoup de recherche sur les micro-organismes a été effectuée durant le siecle dernier afin
de comprendre, de développer et d'utiliser leurs actions bénéfiques tant au niveau médical,
industriel qu'agricole. L'agriculture durable a été I'objet de beaucoup de recherche étant donné que
l'agriculture traditionnelle engendre des cotts de production de plus en plus élevés, une diminution
de la production et méme parfois les deux (Adesemoye et Kloepper, 2009). L'utilisation de
pesticides et d'engrais chimiques dans l'agriculture peut étre nocive pour l'environnement. Les
grandes quantités de fertilisants chimiques utilisées représentent un colit élevé et sont liées a la
pollution de l'environnement par son utilisation excessive. Une étude a démontré que 1'utilisation
d'engrais chimique peut graduellement augmenter 1'acidité du sol, ce qui peut limiter la croissance
des plantes (Barak et al., 1997).

De nombreux travaux ont été consacrés, ces derniéres années, a 1’utilisation de bactéries du
sol pour I’amélioration de la croissance des plantes et la diminution des intrants colteux et
potentiellement polluants en agriculture. Ces bactéries promotrices de croissance (PGPR pour
«Plant Growth-Promoting Rhizobacteria») appartiennent a différents genres tels que Pseudomonas,
Azospirillum, Azotobacter et Bacillus (Gaskins et al., 1985). La fixation non symbiotique de 1’azote
a été ’'un des premiers mécanismes bactériens identifiés dans la rhizosphere des végétaux comme
susceptible d’induire une augmentation de la croissance des plantes (Boddey et Dobereiner, 1988).
Aussi, de nombreuses souches bactériennes fixatrices d’azote ont été isolées du sol et de la
rhizosphére et inoculées a diverses especes végétales (Jagnow, 1987; Rajaramamohan et al.,
1987).

L’expérimentation de cette présente recherche consiste a caractériser biochimiquement une
série des bactéries préalablement isolées par des tests nutritionnels (sucres comme source de
carbone), et Biochimiques dans un premier temps et de tester les capacités de six d’entre elles pour

leur effet sur la sur la promotion de la croissance de la féve (Vicia faba L.).



Introduction

Le présent mémoire est structuré en différentes parties:
1. Une introduction générale.
2. Une analyse bibliographique : qui comprend deux chapitres :

e Les PGPRs: présentation des PGPRs, ses différents genres et sa caractérisation
physiologique et biochimique, leurs modes d’action et en fin les différents effets sur la
croissance végétale.

e La feve Vicia faba L: contient des généralités sur les Iégumineuses et la plante de la feve et
son intérét.

3. Matériel et méthodes : Une description du matériel et des méthodes utilisées dans 1’essai.
4. Résultats et discussions : Présentation des résultats obtenus et leur discussion.

5. Une conclusion générale.
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Chapitre 1: Les PGPRs

I- PGPRs et leurs modes d'actions
1-Rhizosphére

La rhizosphére, terme employé pour la premiere fois en 1904 par Hiltner, correspond a la
zone du sol soumise a I’influence des racines vivantes (Cregut, 2009), cette partie du sol est le
siege des interactions mutuelles entre le sol les micro-organismes et la plante (Kirdi, 2011).1a
rhizosphére peut étre définie comme la partie du sol qui est adjacente au systeéme racinaire d'une
plante et qui est influencée par les exsudats racinaires (Manoharachary et Mukerji, 2006) ou les
racines libérent une grande quantité de métabolites a partir de poils absorbants ou de systémes
racinaires fibreux. Ces métabolites agissent comme des signaux chimiques pour que les bactéries
mobiles se déplacent vers la surface des racines, mais représentent aussi les principales sources de
nutriments disponibles pour soutenir la croissance et la persistance dans la rhizosphére

(Nihorimbere et al., 2010).

Figure 1: La zone rhizosphérique (Bazot, 2005).

2-Bactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR)

Les PGPR ou «Plant Growth-Promoting Rhizobacteria » sont des bactérie qui se
développent dans la rhizosphére, et qui ont un effet positif sur la plante, pour ces effet on les
considere comme rhizobactéries promotrice de la croissance végétale (Dey et al., 2004; Herman et
al., 2008; Microrsky, 2008). Ces bactéries sont utilisées en agriculture pour la biofertilisation des
sols en fixant I’azote atmosphérique qui pourra étre par la suite utilis¢ par les plantes, améliorant

leur croissance lorsque 1’azote du sol est limitant (Glick, 1995).
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Figure 2: I’activité microbiologique de la rhizosphére (Vittorio et al., 2016).

3-Différents genres des PGPR
3-1- Azospirillum

Azospirillum est une bactérie mobile, a Gram négatif, appartenant a [’ordre des
Rhodospirillales, associée avec les racines des monocotylédones, notamment des -cultures
importantes comme le blé, le mais et le riz. Plusieurs souches d’ Azospirillum ont montré des effets
bénéfiques sur la croissance des plantes et sur le rendement des cultures, en serre ou dans des essais
au champ, sous divers sols et diverses conditions climatiques. Elles peuvent établir une symbiose
associative avec les céréales (Bashan et al., 2004). L’association entre Azospirillum et la plante
produit des changements morphologiques et physiologiques dans les racines. La bactérie produit
des hormones de croissance, l'acide indole-3 acétique (AIA), qui favorise 1’augmentation de la
surface des racines, entrainant une augmentation de 1’absorption de 1’eau et des minéraux. De plus
cette association permet la fixation symbiotique de 1’azote atmosphérique (jusqu’a 50 kg de
N/ha/ans) ce qui favorise la croissance et le rendement des cultures (Bashan et al., 2004). Les
Azospirillum se fixent a la surface des racines, dans la zone d'élongation, ou au niveau des poils

absorbants. Cette fixation implique une synthése des polysaccharides de la capsule par des lectines
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(glycoprotéines) de la plante et s’accomplir en deux étapes. Il y a d'abord attachement réversible a

la surface de I'hote par les flagelles, puis ancrage définitif par les exopolysaccharides. Les
Azospirillum demeurent dans la couche mucilagineuse qui recouvre la surface des racines, ou
s'enfoncent dans les assises corticales. Ils possédent des enzymes pectonilytique qui leurs
permettent de pénétrer dans les lamelles moyenne des cellules et de descendre, parfois jusqu'a
l'endoderme. Des substances de croissance directement produites par les bactéries, modifient
l'aspect du systéme racinaire (Bashan et al., 2004).
3-2-Pseudomonas
Les Pseudomonas appartiennent au phylum des Proteobacteria, classe des Gamma
proteobacteria, ordre des Pseudomonales. Ce sont des bacilles a Gram négatif, droits et fins, aux
extrémités arrondies, d’une taille moyenne de 2 sur 0,5 um (Palleroni, 1984). Ces bactéries sont
mobiles, elles sont capables d’utiliser de nombreux substrats hydrocarbonés comme sources de
carbone et d’énergie. Les Pseudomonas ont une capacité ¢levée a coloniser la rhizosphere ainsi que
les racines des plantes, elles sont capables de former des associations intimes avec leurs hotes
(Hofte et de Vos, 2006), ce qui réduit le nombre de sites habitables pour les micro-organismes
pathogenes et par conséquence, leur croissance (Reyes et al., 2004).
3-3-Bacillus
Les Bacillus forment un genre de bactéries a Gram positif, appartenant a la famille des
Bacillaceae, I’ordre des Bacillales, la classe des Bacilli. Ces bactéries sont capables de produire des
endospores leur permettant de résister a des conditions environnementales défavorables. C’est le
genre le plus abondant dans la rhizosphére, 1'activité PGPR de certaines de ces souches a été connue
depuis plusieurs années (Probanza et al., 2002). Elles sont potentiellement utiles comme agents de
lutte biologique (Nagérska et al., 2007) et capables de solubiliser le phosphate, produire de I'AIA,
séderophore et antifongique (Charest et al., 2005).
3-4-Rhizobium
Les Rhizobiums, ou Rhizobia, sont des bactéries aérobies du sol appartenant a la famille des
Rhizobiaceae (Sahgal et Johri, 2006). Ces bactéries sont capables d’établir une symbiose fixatrice
d’azote avec des plantes de la famille des Iégumineuses. Cette symbiose se traduit par la formation
sur les racines de la plante hote des nodules (nodosités). Les nodosités sont le lieu d’une activité
symbiotique : la plante fournit les substances carbonées aux bactéries, et les bactéries fournissent a
la plante les substances azotées synthétisées a partir de 1’azote atmosphérique (Downie, 2005). Le

processus de la fixation symbiotique d’azote aide la plante a survivre et a rivaliser efficacement sur
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les sols pauvres en azote. (Akhtar et Siddiqui, 2009) ont montré que l'inoculation par Rhizobium

sp. Entraine une augmentation dans la croissance, le rendement et le nombre de nodules formé au
niveau des racines par rapport aux plantes sans inoculation. En plus de leur activité bénéfique de
fixation d’azote avec les légumineuses, les Rhizobia peuvent améliorer la nutrition des plantes par
la mobilisation du phosphate organique et inorganiques.

3-5-Frankia

L’actinomycete Frankia est une bactérie Gram-positive filamenteuse, et non un champignon
comme le pensaient les microscopistes du XIXeéme siecle. Il s’agit plus précisément d’un
actinomycete en raison de ses caractéristiques morphologiques et biochimique (Duhoux et Nicole,
2004). Contrairement aux bactéries fixatrices d’azote comme les Rhizobia, Frankia peut fixer
I’azote atmosphérique a 1’état libre (Pawlowski et Sprent, 2008). Elle a ét¢ détectée dans des sols
dépourvus de plantes actinorhizienne (Wall, 2000).
4-Modes d’actions des PGPR

4-1-Modes d’actions directes :

Certaines PGPR stimulent la croissance des plantes en l'absence de pathogenes. Ces effets
directs regroupent les accroissements de la masse aérienne et racinaire, les élongations racinaires, et
les levées accélérées des plantules. Ces augmentations s'expliquent généralement par de meilleurs
prélevement et assimilation des éléments nutritifs par la plante, la production de phytohormones et
le développement de résistance induite chez les plantes (Beauchamp, 1993).

Une meilleure nutrition azotée est assurée par la symbiose Rhizobium-légumineuses, et par
les associations Azospirillum-céréales, et Bacillus-céréales (Gaskins et al., 1985). Diverses
bactéries ont la capacité de solubiliser le phosphore organique par l'action de phosphatase, ou le
phosphore inorganique par la libération d'acides organiques (Kloepper et al., 1989). Les semences
de canola (Brassica campestris L.) inoculées avec la PGPR, GR12-2, ont un contenu en phosphore
supérieur aux témoins non-inoculés (Lifshitz et al., 1987).

Plusieurs micro-organismes ont aussi la capacité de produire des auxines, des gibbérellines
et des substances de type kinétines in vitro (Brown, 1974; Frankenberger et Arshad, 1991). Selon
ces auteurs, les régulateurs de croissance qui sont produits dans la rhizosphére peuvent étre prélevés
directement par les racines et stimuler la croissance de la plante. Les quantités produites varient
avec le micro-organisme impliqué et la présence des précurseurs métaboliques des régulateurs de
croissance. La L-tryptophane est le précurseur des auxines chez les micro-organismes, dont des

Azotobacter, des Azospirillum, des Rhizobium, des Pseudomonas et des Bacillus spp. En présence
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d'adénine et d'alcool isopentyle, certains de ces micro-organismes produisent des kinétines.

Finalement, plusieurs bactéries du sol, dont des Pseudomonas spp, vont produire de 1'éthyléne en
présence de la L-méthionine ou la L-éthionine (Beauchamp, 1993).

La résistance induite envers les pathogeénes des plantes a ét¢ démontrée chez plus de 25
especes veégétales, et s'exprime par la diminution du nombre et de la dimension de 1€sions d'attaque
par ces pathogenes (Kuc, 1987). Certaines RFCP ont la capacité d'induire la résistance des plantes

envers certains pathogénes (van Peer et al., 1991; Wei et al., 1991).

4-2-Modes d’actions indirecte

Certaines PGPR produisent des effets bénéfiques sur la croissance des plantes en présence d'un
pathogeéne ou d'un rhizobia. Ces modes d'action indirects sont généralement attribuables a la
compétition, a la production d'antibiotiques et a la détoxification du milieu; chez les légumineuses,
les PGPR meénent a l'accroissement du nombre de nodosités produites par les rhizobia (Grimes et
Mount, 1987; Polonenko et al., 1987). Par ailleurs, la levée plus hative des plantules et la
croissance plus rapide des racines liées aux PGPR permettent aux plantes d'échapper plus
rapidement aux pathogenes (Beauchamp, 1993).
Les PGPR produisent des métabolites secondaires qui sont toxiques aux pathogenes du sol, dont les
antibiotiques (Howell et Stipanovic, 1979, 1980; Howie et Suslow, 1991; Thomashow et Weller,
1990), le cyanide (Schippers et al., 1991), les sidérophores (Démange et al., 1987; Leong, 1986;
Loper et Buyer, 1991), et diverses substances qui ont une gamme d'activités inhibitrices de la
croissance des pathogeénes (Howell et al., 1988; Inbar et Chet, 1991; Keel étal, 1992; Sneh,
1981). L'activité de ces métabolites secondaires a ét¢ démontrée a l'aide de bactéries mutantes
négatives pour la production d'un principe actif (Flaishman et al., 1990).

D'autres PGPR agissent comme hyperparasites des champignons pathogénes et produisent
des exo-enzymes dégradant la chitine, la cellulose ou les R-glucanes lysant leur paroi. L'activité
chitinolytique de certaines RFCP explique leur activité inhibitrice de certains champignons

pathogenes (Inbar et Chet, 1991).
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Figure 3 : Les différents Role des PGPR (Macking, 2007)

II-Techniques d’étude de la diversité bactérienne

Certaines bactéries sont reconnues pour une caractéristique PGPR particuli¢re. Par exemple,
les Rhizobium sont reconnus pour leur capacité a fixer l'azote. Les Bacillus et Pseudomonas
fluorescents sont reconnus pour leur capacité de produire des métabolites secondaires, certaines
especes de Bacillus dont Bacillus megaterium sont reconnues pour leur capacité de solubiliser le
phosphate. Les Azospirillum sont reconnus pour leur capacité a fixer l'azote et produire des
phytohormones (Hartmann, 2006). Une étude a démontré que I'utilisation de PGPR combinée a
une quantité moindre de fertilisant chimique était aussi efficace que I'utilisation seule de fertilisant
(Adesemoye, 2009). Un biofertilisant a base de quatre différentes bactéries a ét¢ démontré comme
efficace pour augmenter la croissance du mais et de 1égumes (Leaungvutiviroj, 2010). Une autre
étude a démontré que l'inoculation de PGPR permettait la protection de plants de concombre contre
trois phytopathogenes et que le mélange de PGPR comme inoculant permettait d'obtenir une plus
grande constance dans la réduction de maladies causées par un mélange de phytopathogénes
(Raupach, 1998).
1-Les approches phénotypiques

Les approches phénotypiques sont toujours admises comme étape primordiale pour la
séparation et I’identification des souches nouvellement isolées. Elles constituent la base pour la

description formelle des taxons depuis les especes et les sous-espéces jusqu’aux genres et familles
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(Vandamme et al., 1996). Chez les diazotrophes associatives, 1I’exploitation de leurs caracteres

morphologiques, physiologiques, biochimiques voire écologiques était a la base de I’identification
des especes du genre Burkholderia (Baldani et Baldani, 2005).
2- Les approches moléculaires

Diverses méthodes génétiques sont, actuellement, utilisées pour identifier et classer les
bactéries endophytes symbiotiques et associatives. Chacune permet une classification
phylogénétique a un niveau précis allant du genre, espéce, sous-espéce jusqu’a la souche spécifique.
Cependant, chaque méthode a ses avantages et ses inconvénients qui se manifestent au niveau de la
résolution. Ainsi, une panoplie d’analyse moléculaire des acides nucléiques (ADN et ARN) permet
d’évaluer les similarités et les dissemblances entre les bactéries isolées, a des degrés
phylogénétiques différents (Vandamme et al., 1996).
3- Les approches biochimique

Rhizobium possede un systéme respiratoire, ou l'oxygene est I’accepteur terminal des
¢lectrons dans les conditions d'aérobiose; alors que dans les conditions d'anaérobiose, les especes
rhizobium peuvent utiliser les nitrates et les nitrites comme accepteurs d’électrons (Werner, 1992 et
Benguedouar, 2000).

Une croissance optimale de la plupart des souches de Rhizobium a lieu a des températures
variant de 25 a 30°C et un pH 6,0 a pH 7,0 (Somasegaran et Hoben, 1994). Les températures
extrémes sont de 4°C et 42,5°C. Les souches de Rhizobium peuvent se développer a un pH compris

entre 4,5 et 9,5 (Jordan, 1984).

I11-Effet des PGPR sur la croissance végétale
1-Germination

Les PGPR sont en mesure d'exercer un effet bénéfique sur la croissance des plantes telles
que l'augmentation du taux de germination des graines. De nombreux travaux ont prouvé que
l'utilisation des PGPR telles que Azospirillum spp (Rodriguez et al., 2001), Hafnia alvei P3
(Vargas et al., 2001), Pseudomonas PMZ2 ou avec B. japonicum (Zaidi, 2003), Azotobacter
chroococcum C2 (Basavaraju et al., 2002) et Azotobacter sp. 17 et 20 (Reyes et al., 2008) ont
donné une meilleure germination des graines de tomates, de poivre, de laitue, du radis, du mais et
des plants de soja. Bien que les études mentionnées sur l'effet des souches bactériennes sur la
germination des différentes espéces végétales aient été menées dans des conditions optimales,

(Kaymak et al., 2009) ont suggéré que Agrobacterium rubi A16, Burkholderia gladii BA7, P.
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putida BAS, B. subtilis BA142, B. megaterium M3 appliquées sous stress salin pourrait procurer un

pourcentage de germination plus élevé. De plus, les PGPR peuvent étre employées contre des
agents pathogenes. Ainsi, différents souches telles que B. pumilus, B.subtilis, B.amyloliquefaciens et
Brevibacillus brevis ont servi a traiter des semences afin de supprimer les maladies causées par des
champignons phytopathogenes. Ces souches augmentant la germination et la vigueur des plantules a
des taux treés élevés ont réduit I’incidence de la mycoflore des semences (Begum et al., 2003).
Selon Araujo, (2008), I'inoculation des semences avec B. subtilis est une technologie prometteuse
pour le traitement des semences.
2-Enracinement

Plusieurs facteurs physiologiques et environnementaux influencent la formation des racines,
les traitements exogenes des boutures étant particulierement importants (Couvillon, 1998). Les
producteurs ont tenté de stimuler l'enracinement en appliquant diverses substances chimiques
comme régulateurs de croissance. Cependant, l'utilisation de produits chimiques peut causer des
problémes environnementaux et augmenter les colits de la production. Les problémes écologiques
ont suscité¢ I'intérét des pratiques agricoles durables respectant I'environnement (Salantur et al.,
2005). Par conséquent, l'utilisation de PGPR peut palier a ces problémes liés a I’environnement
(Kaymak et al., 2008). Elles appartiennent a plusieurs genres (Agrobacterium, Bacillus,
Streptomyces, Pseudomonas et Alcaligenes) et induisent la formation de racines et la croissance des
boutures (Bassil et al., 1991; Hatta et al., 1996; Rinallo et al., 1999). Dans d’autre travaux,
I’utilisation des PGPR comme A. rubi, B. subtilis, B. gladii, P. putida, B. megaterium, B. simplex, P.
polymyxa, et Comamonas acidovorans ont montré leur efficacité a obtenir des pourcentages ¢levés
d'enracinement des kiwis 40 (Ercisli et al., 2003), de la vigne (Kose et al., 2003), des roses (Ercisli
et al., 2004), de la pistache (Orhan et al., 2006), du th¢ (Erturk et al., 2008) et de la menthe
(Kaymak et al., 2008).

3-Absorption des nutriments

Les PGPR sont considérées comme une composante pour le maintien de la nutrition
adéquate des plantes. Les PGPR pourraient favoriser l'absorption des nutriments, réduire ainsi la
nécessité de 1’apport d'engrais et prévenir I'accumulation de nitrates et de phosphates dans les sols
agricoles (Yang et al., 2009). Le phosphore et l'azote sont les nutriments majeur-clé limitant la
croissance des plantes (Kumar et Narula, 1999; Sundara et al., 2002; Podile et Kishore, 2006).

En outre, certaines PGPR améliorent I’absorption de ces éléments nutritifs en favorisant le
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développement des racines (Mantelin et Touraine, 2004) par la production de phytohormones

(Kloepper et al., 2007).

4-Rendement

L'augmentation et la qualité de la productivité agricole sont indispensables. Les applications
des PGPR sont les pratiques les plus fiables offrant de meilleurs rendements des cultures agricoles.
Les souches Pseudomonas BA-8 et Bacillus OSU-142 appliquées sur les feuilles et les fleurs des
pommiers ont considérablement amélioré le rendement de la superficie de la section transversale du
tronc (de 13,3 a 118,5%), le poids des fruits (4.2 a 7.5%), la longueur des tiges (de 20,8 a 30,1 %),
et le diametre des tiges (9,0 a 19,8%) par rapport au témoin (Pirlak et al., 2007). Ainsi, les
combinaisons Bacillus M3 et/ou OSU142 et/ou Microbacterium FSO1 ont le potentiel d’accroitre le
rendement et la croissance des pommiers. En outre, Pseudomonas BA-8, Bacillus OSU-142 et M3
ont également donné un effet bénéfique sur la longueur, le rendement des cultures et la qualité des
fruits d'abricot, de cerise et de framboise (Esitken et al., 2005 ; Orhan et al., 2006). Le poids
moyen des fruits de tomate par plante traitée avec Rhodopseudomonas sp KL9 (82,7 g) est supérieur
par rapport au témoin non inoculé. La teneur en lycopéne dans la tomate miire a augmenté de 48,3%
avec l'application de Rhodopseudomonas sp. KL9 (Lee et al., 2008). D’autres études ont montré
que Burkholderia gladii BA-7, Pseudomonas BA-8, et Bacillus OSU-142 ont un grand potentiel
pour accroitre les parametres de croissance des plantes de Eruca sativa (Dursun et al., 2008). Les
especes efficaces de Bacillus, comme OSU-142, RC07 et M-13, Paenibacillus polymyxa RCOS5, P.
putida RC0O6 et RC04 et Rhodobacter capsulatus peuvent étre utilisées dans l'agriculture biologique
et durable. Plusieurs études ont clairement démontré le potentiel de ces bactéries dans la croissance

et le rendement des plantes (De Freitas, 2000; Herman et al., 2008).
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1-Présentation des légumineuses

Les légumineuses ou Fabaceae forment, sans aucun doute, I’une des familles les plus
remarquables du régne végétal. Il s’agit de la troisiéme plus grande famille des Angiospermes en
nombre d’espéces (apres les Orchidaceae et les Asteraceae), avec 727 genres et prés de 20 miles
especes (Gepts et al., 2005, Cronk et al., 2006). Elles sont extrémement diversifiées, cependant
elles présentent un point commun, leur fruit est une gousse (Caratini, 1984).

En se basant sur la forme florale, cette famille est divisée en trois sous-familles, deux sont

monophylétiques (Papilionoideae, Mimosoideae) et la troisiéme paraphylétique (Caesalpinioideae)
(Guignard et Dupont, 2005). Elles constituent de loin le groupe le plus important de plantes
participant a la fixation de 1’azote avec des bactéries symbiotiques (Raven et al., 2000). Cependant
il y a encore 40% des légumineuses qui n’ont jamais été examinées pour la nodulation (Sprent,
1999).
La sous famille des Papilionoideae regroupe les espéces cultivées les plus importantes
économiquement: le soja (Glycine max), le haricot (Phaseolus vulgaris), le pois (Pisum sativum), la
luzerne (Medicago sativa), ’arachide (Arachis hypogaea), le pois chiche (Cicer arietinum), et la
teve (Vicia faba).

Cette appellation est due a la forme de la corolle qui se présente sous forme de «papillony
(Guignard et Dupont, 2005). La sous-famille monophylétique des Papilionoideae renferme plus
des deux tiers des espéces et inclut presque toutes les légumineuses économiquement importantes
(Sprent, 1995). Elle est cosmopolite et compte 11300 especes réparties en 440 genres regroupés en
31 tribus (Labat et al., 1996). Dans cette sous-famille, 97% des especes examinées peuvent étre
nodulées (Sprent, 1995). La majorité des especes sont herbacées ; leur fleur est irréguliere
composée de 5 pétales : un étendard, deux ailes et deux pétales partiellement fusionnés en une
carene (Judd et al., 2001).
2-L’importance agro-économique et nutritionnelle des légumineuses

L’intérét agronomique des légumineuses provient en premier lieu de leur aptitude a la
fixation symbiotique de 1'azote. Environ 175 millions de tonnes d’azote atmosphérique sont fixés
annuellement, alors que la quantité d’engrais azotés utilisée en agriculture est de 40 millions de
tonnes par an (Lévéque et Mounoulou, 2001).

En effet cette capacité de fixer I’azote rendent inutile 1’utilisation d’engrais azotés dont la
synthese, le transport et 1’épandage consomment des combustibles fossiles (2 tonnes de fuel pour

une tonne d’ammoniaque) et contribuent a I’effet de serre (Dénarié, 2000).
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Leurs graines contiennent généralement 20 % a 30 % de protéines et riches en Lysine,

complétant les profils nutritionnels des céréales et des tubercules dans l'alimentation (Duranti and
Gius, 1997). Elles sont riches aussi de fibre et d’énergie. Méme dans I'¢levage intensif et la
production du lait, ou les cultures céréalieres sont les principales sources alimentaires, les
légumineuses fourrageres sont tenues de maintenir la santé des animaux (Wattiaux and Howard,
2001).

Tableau 1: composition de certaines graines légumineuses (%) de la matiere seche, sauf

pour acides aminés exprimés en g/16g N (feillet, 2000).

Amidon Fibre Lipides Protéine Lysine Méthionine
Pois 50 15 2 22-25 7.1 24
Feéve 43 18 2 28-32 6.5 2.1
Soja 1 22 10 35-39 4.3 2
Lupin blanc 2 20 20 36-40 6.2 2.8

Les légumineuses présentent toute une particularité dans leur systéme racinaire, une
symbiose avec une bactérie du sol les rhizobia, qui leur permet de bénéficier de I’azote de 1’aire
pour leur croissance. Cela constitue en outre un apport azoté non négligeable pour la culture
(Hamadache et al., 1997; Solomon et Fassil Assef, 2014).

En Algérie, elles sont cultivées sur les zones littorales jusqu’aux hauts-plateaux, on trouve
de nombreuses especes potageres comme le pois chiche, le haricot, la féve, le pois et la lentille
(Lazali, 2014)
3-Origine et historique de la féve ( Vicia Faba L)

La majorité des auteurs considére I’origine de la féve a I’Est et ’Ouest de 1’Asie. Selon
(Bond, 1986) la feve fut cultivée dans I’Asie de I’Ouest il y a environ 6000 ans. Pour (Abdallah,
1979) Iorigine de la féve fut I’Egypte, selon (lawes et al., 1983) I’Ethiopie et Afghanistan ; (watt,
1972) considére que la féve fut cultivée pendant longtemps en Inde (Chafi, 2011).
4-Description de la plante (Vicia Faba L)

Vicia faba L est une plante herbacée annuelle, a tige simple, dressée, non ramifiée, creuse et
de section quadrangulaire, se dressant a plus d’un métre de haut du sol (Peron, 2006). Les feuilles
alternes de couleur vert glauque ou grisatre composées de deux ou trois paires de folioles opposées
de forme ovale, son systéme radiculaire est développé et descend profondément dans le sol (Chaux
et Foury, 1994). La féve possede des fleurs qui sont généralement blanches avec des ailes noires,
par deux a cinq petites grappes pédonculées (Guinoolhet et De Vilmorin, 1984). Les fruits sont de

longues gousses vertes, épaisses, contenant de grosses graines ovales (Couplen et Marm, 2009).
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Figure 5 : description de la feve (Vicia faba L.)

5-Position systématique
D’apres ( Wojciechowski et al., 2004),cette classification a été décrite comme suit :
Regne : Plantae
Sous-Reégne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-Classe : Rosidae
Ordre : Fabales
Famille : Fabaceae
Genre : Vicia
6-Les variétés de féve (Vicia Faba L.)
Le nombre de variétés inscrites au catalogue officiel est limité pour la féve. (Bannasseur,
2005).

Tableau 2. Les variétés de féve inscrites au catalogue officiel. (Bannasseur, 2005).

Feve Caractéristique
Agrex Tres précoce
Aguadulce supersimonia Extra hative a grains violets a tres longue cosse
Karabiga Elle est inscrite au catalogue officiel en 1985.
Lobab Elle est inscrite au catalogue officiel en 1985.
Defes Elle est inscrite au catalogue officiel en 1985.
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Figure 6: forme des graines de vicia faba (Bentama et Boursas, 2016).

7- Principales variétés connues en Algérie
Essentiellement, I1 existe quatre variétés de féves et de féverole en Algérie, qui sont :

o Séville : variété précoce a gousses longues, renferment 5 a 6 grains volumineux (Figure 8 a).
Sa tige est d’une hauteur de 70 cm, se distinguant des autres variétés par la couleur de son
feuillage, d’un vert assez franc (Chaux et Foury, 1994). Ses gousses présentent une largeur
d’environ 3 cm et une longueur de 25 cm (Laumonier, 1979).

e Aguadulce : variét¢é demi précoce, trés répandue en culture, se caractérise par une
végétation haute de 1,10 a 1,20 m et posséde des gousses de couleur vert franc, volumineuse
et trés longue, pouvant atteindre 20 a 25 cm renfermant 7 a 9 graines (Figure 8 b). Cette
variété trés productive (Chaux et Foury, 1994), elle est introduite avec la Séville d’Espagne
(Zaghouane, 1991).

e Muchaniel : variété trés précoce, elle a des gousses de couleur vert clair, de 20 cm de
longueur en moyenne, renfermant 5 a 6 grains blancs (Figure 8 c), elle est trés productive
(Chaux et Foury, 1994).

o Sidi Moussa : variété sélectionnée a EL-Harrach en 1965, elle est convenable a tous les
sols, résiste aux maladies cryptogamiques (Botrytis), aux insectes (4Aphis fabae), aux plantes
parasites (Orobanche sp) et aux nématodes (Zaghouane, 1991).

o Féverole : posséde un systéme racinaire trés repoussant et structurant, et de surcroit 'une
des plus performantes, en matiere de fixation de I’azote (Thomas, 2008). Les graines de
féverole sont de forme ovale, plus ou moins réguliere et parfois rétrécie en leur milieu

suivant les variétés, de couleur allant du brun au rouge foncé (Figure 8 d). Selon (Lebreton
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et al., 2009), la féverole n’est pas sensible a I’Aphanomyces du pois, de plus les limaces

sont tres peu friandes de féverole, voir les repoussent et préfeérent les autres plantes, ce qui
en fait une plante assez facile a installer et réussir (Thomas, 2008).

En Algérie, la seule variété de féverole cultivée est «Sidi Aich» (Zaghouane, 1991).

[b

a

Séville Aguadulce

Muchaniel Féverole

Figure 7: Variétés de la féve (Vicia faba major L.) et 1a féverole (Vicia faba minor) présentent

en Algérie (Mezani, 2011)

8-Intérét de la féve (Vicia faba L.)
8-1-Intérét alimentaire

La feéve constitue avec les autres légumineuses, la seconde source protéique pour
I’alimentation humaine et animale apreés les céréales. Elle offre de grandes possibilités pour
I’alimentation des animaux d’élevage (ruminants et volailles) grice a son excellente valeur
nutritive, a son appétibilité universelle et a sa préparation facile (Daines, 2018).

Elle renferme un taux élevé en protéine, tout en restant un aliment énergétique (55% de
glucides; 340 cal/100g) et peut efficacement remplacer les protéines animales dans les pays pauvres
(Fachmann et Kraut, 1995).

Cette légumineuse est également une excellente source de fibres solubles et insolubles, de
vitamines de groupe B en particulier (B3, B5, B9 ou acide folique) et de vitamine C, de minéraux

tel que: le potassium, le phosphore, le calcium, le magnésium, le cuivre, le fer et le zinc (Mezani,
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2011). Elles sont aussi une bonne source de glucides (50-60% d’amidon) et considérée parmi les

cultures les plus riches en matieres nutritives (Mouafek, 2010).
8-2-Intérét agronomique

Comme toutes les l1égumineuses, 1’espece Vicia faba L. assure sa nutrition azotée par deux
voix: I’assimilation de I’azote minéral du sol et la fixation symbiotique de 1’azote atmosphérique.
Cette aptitude a fixer I’azote atmosphérique limite 1’utilisation des engrais azotés qui sont coliteux
pour I’agriculteur et néfastes pour la santé humaine et I’environnement (Nouri, 2012).

Cette culture permet aussi de renforcer la structure du sol grace a son systéme racinaire
puissant et dense, et enfin les résidus de récolte enrichissent le sol en matieére organique (Mezani,
2011).

8-3-Intérét économique et écologique

Parmi les 1égumineuses, la féve (Vicia faba L.) est aujourd’hui parmi les plantes 1égumiéres
les plus cultivées dans le monde. Sa superficie mondiale est estimée a 3 millions d’hectares dont
plus de 50% se situent en Chine, 20% en Afrique du Nord et moins de 10% en Europe (Nouri,
2012).

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

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

antitoxiques de la plante comme les phytochélatines (Beraud, 2007).
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Materiel et méthodes

1- Lieu et durée du travail pratique

Ce travail a duré pendant la période allant de janvier a mars, a été réalisé au niveau du
laboratoire de Génétique, Biochimie et Biotechnologie Végétale (GBBV), Université Freres
Mentouri (Constantine 1).

2- Objectif du travail
Ce travail a pour objectif de caractériser biochimiquement une série des bactéries préalablement
isolées et de tester les capacités de six d’entre elles pour leur effet sur la croissance de la feve.

3- Matériel biologique
Cette expérimentation consiste a travailler sur les isolats bactériens isolés de la féve (Vicia faba L.).

4- Caractérisation biochimique des bactéries

La caractérisation est basée sur I’identification des quelques caractéres biochimiques des
souches. Ces souches bactériennes sont isolées de la rhizosphere de la féve (Vicia faba L.) de le
région d’Ibn badis Constantine durant la saison 2018-2019 conservées au laboratoire GBBV a -80
°C et fournis par Mme MAOUGAL. RT. MCB. INATAA

4-Préparation des isolats

4-1-Préparation du milieu de culture LB

Voir annexes, le milieu est ensuite laissé a refroidir aprés stérilisation dans I’autoclave. Il

peut ensuite étre distribué en boites de pétri.
4-2-Repiquage des souches

Un ensemble de 40 isolats choisis selon leur caractéristiques PGPR (Ladjabi, 2019) été
remis en culture a partir des tubes eppendorft conservés au glycérol a -80°C dans des conditions de
travail en asepsie totale, qui consiste a étaler sur la surface de la boite des stries qui sont faites a
I’aide d'une anse de platine stérile, chaque souche est ensemencée sur une boite de Pétri contenant
le milieu LB. Ceci permet d'obtenir des colonies jeunes et séparées. Apres l'ensemencement, les
boites sont fermées et incubées dans une étuve a 28°C pendant 48h.

5-Recherche des caractéres biochimiques

5-1-Méthodes

Apres I’isolement des bactéries, on a réalisé la mini galerie biochimique classique pour
mettre en évidence les caractéres biochimiques de ces bactéries. Pour chaque souche, préparer
d’abord la suspension en mettant une colonie prélevée de la boite de Pétrie apres repiquage dans LB
liquide.
Les milieux de culture suivants ont été utilisés:
A-Milieu mannitol mobilité

But
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Le milieu Mannitol-Mobilité-Nitrate est utilisé pour 1’identification présomptive des entérobactéries
basée sur la fermentation du mannitol, la mobilité et sur la réduction des nitrates en nitrites.
Technique
Ensemencer avec un fil de platine ou d'une pipette Pasteur, par piqlre centrale, jusqu’au fond du
tube de gélose.
B-Milieu de Citrate de Simmons
But
Ce milieu permet 1’étude de 1’utilisation, par la bactérie, du citrate (acide organique) comme seule
source de carbone.
Technique
A TI’aide d’une anse de platine stérile, on prend une goutte de la suspension bactérienne et on la
dépose sur le milieu citrate de Simmons incliné en faisant des stries et en montant d’en bas jusque
en haut
C-Le milieu Urée-Indole
But
e recherche de I'uréase
L’uréase dégrade I’urée selon la réaction suivante :
Urée + H,O0 — »2NHs+ + CO”
Les ions COs* vont entrainer une forte alcalinisation du milieu qui sera révélée par un virage de
I’indicateur de pH (le rouge de phénol) a sa teinte basique (rouge violacé).
e recherche de la production d’indole (mise en évidence de la tryptophanase)
La tryptophanase hydrolyse le tryptophane selon la réaction suivante :
Tryptophane + H20 ——» indole + acide pyruvique + NH;
L’indole forme un complexe coloré en rouge en présence d’un réactif : le réactif de Kovacs.
Technique
e Ensemencer avec quelques gouttes de suspension bactérienne ou avec une colonie prélevée a
I’anse sur un milieu solide.
e Incubation 24 heures a 37°C.
D-Le milieu Clarck et Lubs
But
Ce milieu permet d’étudier une voie de fermentation du glucose

Technique
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Ajouter quelque gouttes de la suspension dans le tube contenant le milieu Clark et Lubs, incubation
a 37°C dans I’étuve pendant 48 heures Apres 48 heures,verser le contenu dans deux tubes
d’hémolyse.
Tube 1 : ajouter quelques gouttes de rouge de méthyle.
Tube 2 : ajouter quelques gouttes de VP1 (réaction de Vosges-Proskauerest : une réaction utilisée
pour mettre en évidence la voie fermentaire du butane-2.3-diol lors de l'identification biochimique
des entérobactéries). .Attendre quelques secondes et rajouter deux ou trois gouttes de VP2
(réaction de Vosges-Proskauerest : une réaction utilisée pour mettre en évidence la voie fermentaire
du butane-2.3-diol lors de l'identification biochimique des entérobactéries) Mettre les deux tubes
dans une position inclinée pour bien observer le virage de couleur.
E-Le milieu Bouillon Nitrate

But
Ce milieu liquide permet de mettre en évidence la présence d’une enzyme du métabolisme
énergétique : la nitrate réductase.
Dans la respiration nitrate, NOs est utilis¢é comme accepteur final d'électrons provenant de
I'oxydation d'un composé organique (ex : glucose). NOs™ est réduit par la nitrate réductase :

e soit en nitrite NOy’

Glucose produits oxydés + n e-

{

NOs;+2H++2e- —» NO, + H,O
e soit en diazote N,

Glucose produits oxydés + n e-

{

2NOsy +12H++10e- — »N>+6 H,O
Technique
1. Ensemencer le bouillon nitraté avec quelques gouttes de suspension bactérienne.
2. Incuber 24h a 37 °C.
F-Le milieu Triple Sugar Iron (TSI)
But
La mise en évidence rapide de la fermentation du lactose, du glucose (avec ou sans production de
gaz), du saccharose et de la production de sulfure d’hydrogene.
Technique
e Pour inoculer, ne toucher délicatement que le centre d'une colonie isolée sur un milieu

entérique plaqué avec une aiguille froide et stérile.
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e Pénétrer dans le milieu au fond du tube.
e Puis faire des va-et-vient le long de la surface de 1’inclinaison.
e incubé a I’étuve a 37°C durant 24 heures.

6-Essais d’inoculation en culture hydro-aeroponique

Six des 40 bactéries testées et ayant obtenus de bon parametres PGPR (Laajabi, 2019) ont
¢été testé par inoculation sur la féve. Il s’agit des souches 23, 24, 29, 46, 82, 100 et cela en présence
du rhizobium OL13 qui sera le témoin.

La variét¢ Aquadulce de la feve (Vicia faba L) a été stérilisée en surface avec de
I’hypochlorite de Na a 3% et rincées plusieurs fois a 1’eau distillée stérile.

La germination a été faite en boite de pétri sur du papier et les graines uniformes ont été
sélectionnées et inoculées 30 minutes avec 100 ml de milieu contenant 10® de cellule par ml.

Les racines inoculées sont passées délicatement dans une piéce en polystyréne trouée et
fixées avec du coton et placées dans un bac contenant 40 litres de fagon a avoir 9 plantes par bac.
Les bacs sont placées dans une serre semi-controlée.

Chaque bac de 40 litres d’eau a été supplémenté¢ d’une solution nutritive (voir annexes) et
renouvelée chaque 15 (jours et a partir de la 5 éme semaine de croissance chaque semaine, la
solution a été aérée avec de 1’air compressé et le pH maintenu autour de 7 par addition de 1 g de
CaCO3 1!

La solution contenait 2 mM urée comme starter N durant les 15 premiers jours de transplantation.

7- Evaluation statistique

Une analyse de la variance (ANOVA) des résultats obtenus, en utilisant le logiciel Excel Stat
2020.3.1.3. Les groupes homogenes sont donnés en utilisant le test de Tukey et Fisher (LSD) a un
seuil d’erreur =0,0001.
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1. Les caractéres biochimiques

Résultats et discussion

La mini galerie biochimique nous a permis d’identifier quelques caracteres biochimiques des

bactéries testées: le changement du nombre des bactéries a chaque test c'est relatif a la disponibilité

des produits.

1-1- Test biochimique de Mannitol mobilité

Figure 8: Résultats du changement de la couleur du milieu Mannitol mobilité:

A:Couleur d’origine de milieu (couleur rouge)
B:Pas de fermentation de mannitol (couleur rouge)
C:Fermentation de mannitol (couleur jaune)
D:Culture uniquement au niveau de la piqtire centrale (immobiles)
E: Diffusion des bactéries dans la gélose (mobiles)
Tableau 3: Résultats de la galerie biochimique classique obtenus pour les 39 souches

étudiées dans le milieu Mannitol mobilité:

Mannitol Mobilité
Bactérie Pas de Fermentation Mobile Non mobile
fermentation (jaune)
(rouge)

1 -

) -

3 - -

6 - -

7 - -

9 - +
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Tableau 3: Résultats de la galerie biochimique classique obtenus pour les 39 souches étudiées

dans le milieu Mannitol mobilité (suite):

13

15

17

19

23

24

29

31

32

35

e I e e e e e R e e s

37

38

45

46

50

56

58

61

68

70

72

73

74

75

e I I o e R A

77

79

80

82

83

92

100
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Tableau 3: Résultats de la galerie biochimique classique obtenus pour les 39 souches étudiées

dans le milieu Mannitol mobilité (suite et fin):

101 - +

103 - +

+ : indique qu’il y’a un changement de couleur dans le milieu / bactérie mobile
- : indique qu’il n’y’a aucun changement de couleur / bactérie non mobile

- Fermentation du mannitol

D’aprés le tableau 4 de la galerie biochimique classique obtenue pour les 39 souches
étudiées dans le milieu Mannitol mobilité, on remarque que la plupart des bactéries ne fermente pas
le mannitol (bactéries mannitol -). Nous avons remarqué que 31 sur les 39 des bactéries testées
sont de couleur rouges (couleur inchangée), et que 8 des bactéries testées sur les 39 sont de couleur
jaune, ces dernicres fermentent le mannitol c’est a dire qu’il y a une acidification du milieu révélée
par un virage de I’indicateur de pH a sa teinte acide (bactéries mannitol +).

Conformément a la littérature de Nkang et al., (2009) et durant notre étude, nous avons bien
observé des souches, qui ont utilisé le mannitol comme source de carbone et d’énergie.

- Mobilité

Pour la mobilité, on remarque que la plupart des bactéries sont mobiles (Mobilité +). 24 sur
les 39 des bactéries testées sont déplacées dans le milieu (gélose semi-molle), et que 11 sur les 39
des bactéries testées ne se sont pas déplacées dans le milieu et, donc les bactéries sont
probablement immobiles.

Des résultats similaires étaient rapportés par Gerhardt et al., (1994), Les bactéries mobiles
diffusent a partir de la ligne d’ensemencement, créant un trouble dans le milieu alors que les
bactéries immobiles poussent uniquement le long de la strie d’ensemencement. Et celles de
Marchal et al., (1991), une diffusion dans la gélose indique la mobilité des bactéries.

D’apres notre étude, nous avons obtenu des résultats positifs concernant le test de mobilité
avec les souches testées. Ces résultats sont corroborés par les études de (Dhayanithi et al., 2010;

Zarei et al., 2010; Catherine et al., 1999).
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1-2- Test biochimique de Citrate de Simmons

Figure 9: Résultats du changement de la couleur du milieu Citrate de Simmons:

A : Couleur d’origine de milieu (couleur verte)
B : Présence de culture bactérienne (couleur bleu)

C : Absence de culture bactérienne (couleur verte)

Résultats et discussion

Tableau 4: Résultats de la galerie biochimique classique obtenus pour les 31 souches

étudiées dans le milieu Citrate de Simmons:

Bactéries Citrate + (Bleu)

Citrate - (Vert)
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Tableau 4: Résultats de la galerie biochimique classique obtenus pour les 31 souches

étudiées dans le milieu Citrate de Simmons (suite et fin):

32

35

37

38

45

46

50

56

|+ |+

58

61

68

70

72

73

74

75

71

+

+ : indique qu’il y’a un changement de couleur dans le milieu.

- : indique qu’il n’y’a aucun changement de couleur.

D’apres le tableau 6 de la galerie biochimique classique obtenue pour les 31 souches

étudiées dans le milieu Citrate de Simmons, on remarque que:

e 18 sur les 31 des bactéries testées: (couleur de milieu est bleu): les bactéries utilisent le

citrate comme seule source de carbone avec alcalinisation du milieu, Les bactéries possédent

un citrate perméase elles sont dites citrate +

e 13 sur les 31 des bactéries testées: absence de culture bactérienne (couleur de milieu

inchangé: reste vert) : Les bactéries n’utilisent pas le citrate comme seule source de carbone.

Les bactéries ne possedent pas de citrate perméase elles sont dites citrate —.

Nos résultat sont similaires a celles de Marchal et al., (1991), qui ont montré:

- Citrate positive : culture avec alcalinisation du milieu (virage de I’indicateur au bleu).

- Citrate négative : pas de culture (coloration verte de milieu inchangée).
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Selon Graham et parcker, (1964), les bactéries a croissance rapide présentent une
assimilation trés large vis-a-vis des substrats carbonés par rapport aux bactéries a croissance lente.

Des résultats similaires étaient rapportés par Schaad et al., (2001), Les bactéries « citrate
positives » poussent sur le milieu de Simmons en provoquant une alcalinisation du milieu qui se
traduit par un virage au bleu de la coloration du tube. Les bactéries « citrate négatives » ne croissent
pas sur le milieu.

Les résultats obtenus avec nos espéces bactériennes analysées sont superposables a ceux
obtenus par les travaux de (Sylla, 2005; Ying et al., 2009; Nkang et al., 2009; Zarei et al., 2010).
qui ont montré que le milieu de citrate de Simmons est un milieu synthétique ou la seule source de
carbone est le citrate.

1-3- Test biochimique de Urée Indole

Figure 10: Résultats du changement de la couleur du milieu Urée-Indole:

A : Couleur d’origine de milieu (couleur rose)
B : Absence d’uréase (couleur rose/rouge)
C : Présence d’uréase (couleur orangg)

D : Apres kovac (anneau orangé)
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Tableau 5: Résultats de la galerie biochimique classique obtenus pour les 40 souches

étudiées dans le milieu Urée-Indole:

Bactérie Uréase Indole
Rouge Orangé Avant kovac Aprés kovac

1 - - Annaux orange
2 + - Annaux orange
3 + - Annaux orange
6 + - Annaux orange
7 + - Annaux orange
9 + - Annaux orange
13 + - Annaux orange
15 + - Annaux orange
17 + - Annaux orange
19 + - Annaux orange
23 + - Annaux orange
24 + - Anneau orange
29 + - Anneau orange
31 + - Anneau orange
32 + - Anneau orange
35 + - Anneau orange
37 + - Anneau orange
38 + - Anneau orange
45 + - Anneau orange
46 + - Anneau orange
50 + - Anneau orange
56 + - Anneau orange
58 + - Anneau orange
61 + - Anneau orange
68 + - Anneau orange
70 + - Anneau orange
72 + - Anneau orange
73 + - Anneau orange
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Tableau 5: Résultats de la galerie biochimique classique obtenus pour les 40 souches

étudiées dans le milieu Urée-Indole (suite et fin):

74 + - Anneau orange
75 + - Anneau orange
77 + - Anneau orange
79 + - Anneau orange
80 + - Anneau orange
82 + - Anneau orange
83 + - Anneau orange
92 + - Anneau orange
100 + - Anneau orange
101 + - Anneau orange
103 + - Anneau orange
110 + - Anneau orange

+ : indique qu’il y’a un changement de couleur dans le milieu.
- : indique qu’il n’y’a aucun changement de couleur.
- Recherche d’uréase:
D’aprés le tableau 8 de la galerie biochimique classique obtenue pour les 40 souches
¢étudiées dans le milieu Urée-Indole, on remarque que:
e 39 sur les 40 des bactéries testées sont de couleur de milieu rouge : Alcalinisation du milieu
due a la dégradation de I’urée, la bactérie possede 1’uréase elle est dite uréase +
e 1 des 40 des bactéries testées est de couleur de milieu orangé: Pas d’alcalinisation du
milieu, la bactérie ne possede pas 1’uréase elle est dite uréase -.
Nos résultat sont identique a ceux de Prescott, (1999), qui a montré que ’apparition de
couleur rose : Uréase (+).
D’apres notre étude, nos bactéries donnent une réaction positive avec le test d’uréase, ceci

¢été décrit dans la littérature dans les travaux de (Dhayanithi et al., 2010; Xian et al., 2011).

- Recherche de la production d’indole:
Apres I’ajout de 3 gouttes du réactif de Kovac et sans agiter le milieu, on remarque que:
e 25 sur les 40 des bactéries testées y a une apparition d’un anneau rouge : Présence d’indole.

Le tryptophane a donc ¢été hydrolysé, La bactérie a produit de 1’indole elle est dite indole +.
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e 12 sur les 40 des bactéries testées 1’anneau reste orangé : Absence d’indole, la bactérie n’a
pas produit d’indole elle est dite indole -.

La production d'IAA, par les bactéries, est une caractéristique intéressante étant donné que
I'TAA est une phytohormone impliquée dans plusieurs aspects de la croissance de la plante
(Giroux, L. 2015).

Idris et al., (2007) ont ét¢ démontré qu'environ 80 % des bactéries de la rhizosphére sont
capables de produire de I'TAA.

Notre étude nous a permis de distinguer des souches qui ont donné une réaction positive
avec le test indole. Ces résultats sont confirmés par la littérature, en comparant nos résultats avec
ceux obtenus par (Soomro et al., 2002). Par contre, ce n’était pas le cas pour les autres especes
¢étudiées. Ces résultats sont d’une part conformes a ceux rapportés par (Alves et al., 2006; Zarei et
al., 2010; Nkang et al., 2009).

1-4- Test biochimique de Clarck et Lubs

Figure 11: Résultats du changement de la couleur du milieu Clarck et Lubs:

R
-y -

i
k.
':Ihl
v

: couleur d’origine de milieu (couleur jaune)
: Fermentation du glucose (couleur rouge)

: Pas de Fermentation du glucose (couleur jaune)

o a w >

: Aprés vp (coloration rouge du milieu
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Tableau 6: Résultats de la galerie biochimique classique obtenus pour les 37 souches

étudiées dans le milieu Clarck et Lubs:

Bactéries

Réaction de rouge de méthyl

Réaction de Voges — proskauer

Rouge Jaune

Avant VP (rien) Apreés VP
(rouge)

A+ |+ |+ |+ ]+
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Tableau 6: Résultats de la galerie biochimique classique obtenus pour les 37 souches

étudiées dans le milieu Clarck et Lubs (suite et fin):

75

77

79

80

82

83

92

100

+

+ : indique qu’il y’a un changement de couleur dans le milieu.

- : indique qu’il n’y’a aucun changement de couleur.

D’apres le tableau 10 de la galerie biochimique classique obtenue pour les 37 souches

¢tudiées dans le milieu Clarck et Lubs, on remarque que ce milieu permet d’étudier une voie de

fermentation du glucose:

- Rouge de méthyle : Il permet de détecter la production d’acides plus ou moins forts et plus

ou moins volatiles au cours de la fermentation.

e & sur les 37 des bactéries testées produisent des acides forts au cours de la fermentation. Le

milieu reste acide et donc en rouge.

e 23 sur les 37 des bactéries testées produisent des acides faibles le milieu s’est acidifié, puis

ré-alcalinisé. Le milieu est donc jaune.

- Vpl et VP2 : Il permet de détecter la production d’acétoine, de dyacétyl et de butane-diol a

partir de la fermentation du glucose. Le réactif ajouté (1’alpha naphtol) permet dans le cas d’un

milieu basique et en présence de dioxygene, d’obtenir une coloration rosé ou rouge.

Selon Graham et parcker, (1964), les bactéries a croissance rapide présentent une

assimilation tres large vis-a-vis des substrats carbonés par rapport aux bactéries a croissance lente.

Clarck et Llubs, (1915), ont démontré que le test acétoine ou réaction de Voges-Proskauer

(VP) : Si apres ajout de VP1 et VP2, il y a apparition de coloration rose ou rouge au bout de 15 min,

la souche testée produit de 1’acétoine.
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1-5- Test biochimique de Bouillon nitrate

Figure 12: Résultats du changement de la couleur du milieu Bouillon Nitrate:

- - —

A : couleur d’origine de milieu (couleur jaune)
B : Dégradation des couleurs du milieu
Tableau 7: Résultats de la galerie biochimique classique obtenus pour les 26 souches

étudiées dans le milieu Bouillon nitrate:

Bactéries réactif de Griess (Nitrite I + Nitrite | Pas de coloration du milieu (jaune)
II) Ajout de poudre de Zn
Coloration du | Pas de coloration| Coloration du | Pas de coloration
milieu (rouge) |du milieu (jaune) | milieu (rouge) | du milieu (jaune)
1 + -
2 + -
3 + -
6 + -
7 + -
9 + -
13 + -
15 + -
17 + -
19 + -
23 - +
24 - +
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Tableau 7: Résultats de la galerie biochimique classique obtenus pour les 26 souches

étudiées dans le milieu Bouillon nitrate (suite et fin):

29 - +

31 ] N

32 + -

35 + -

37 + -

38 - -

45 ; ;

46 - +

50 - +

56 + -

58 - -

61 - -

68 - +

70 - +

+ : indique qu’il y’a un changement de couleur dans le milieu.
- : indique qu’il n’y’a aucun changement de couleur.

D’apres le tableau 12 obtenu pour les 26 souches étudiées dans le milieu Bouillon
nitrate, qui permet de mettre en évidence la présence d’une enzyme du métabolisme énergétique : la
nitrate réductase.

Ajout de réactif de Griess (Nitrite I + Nitrite II):

e 14 sur les 26 des bactéries testées sont de coloration de milieu rouge: présence de NO, issus
de la réduction des NOs™ . Donc la bactérie est dite Nitrate réductase + (stade NOy).

e 12 sur les 26 des bactéries testées sont de coloration de milieu jaune: pas de présence de
NO; issus de la réduction des NOs™ . Donc la bactérie est dite Nitrate réductase -.

Ajout de poudre de Zn:

o 8 sur les 26 des bactéries testées sont de coloration de milieu rouge : le Zn a réduit NO5’
encore présents en NO,™ qui sont révélés par les réactifs. Pas de réduction de NO5™ en Na.
Donc la bactérie est dite Nitrate réductase -.

e 18 sur les 26 des bactéries testées n’ont pas de coloration de milieu: pas de présence de NO,
issus des NOs™. Les NOs™ été réduits en N, par la bactérie. Donc est dite Nitrate réductase +

(stade N2).
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Ceci est en accords avec des résultats obtenus par Tiso et Schechter, (2013), qui ont montré
que la dénitrification est la réduction des oxydes d’azote en sels d’ammonium, et inversement, une
nitrification, qui par I’intermédiaire des bactéries du sol, oxyde ’ammoniac NH3 en nitrites NO, et
nitrates NOs".

Ce résultat est confirmé en détail dans les travaux de Gharzouli, (2006), qui a montré que la
disponibilité¢ des enzymes nécessaires a 1'hydrolyse des constituants de la paroi végétale est testée
(pectinase, cellulase); la méme chose pour les enzymes en relation avec le processus de nodulation
(pectinase), et avec le métabolisme azoté (uréase, nitrate-réductase). Toutes les souches douées
d'une activité uréasique, polygalacturonique, cellulosique, sont impliqués dans le processus
infectieux des racines de la légumineuse par les isolats. Des résultats similaires étaient rapportés par
(Beck et col. 1993), qui retrouve une enzyme impliquée dans le processus de fixation et

transformation de I’azote atmosphérique dans les souches (Nitrate-réductase).

1-6- Test biochimique de Triple Sugar Iron

Figure 13: Résultats du changement de la couleur du milieu Triple Sugar Iron:

i

: couleur d’origine de milieu
: Pas de fermentation du milieu (couleur rouge)

: Fermentation du milieu (couleur jaune)

o o w >

: Gaz formé (couleur rouge/jaune)
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Tableau 8: Résultats de la galerie biochimique classique obtenus pour les 40 souches

étudiées dans le milieu Triple Sugar Iron:

Pas de fermentation

Fermentation de

Gaz fermenteur

Bactérie (gluclose/lactose/ glucose uniquement (glucose/lactose/
saccharose) saccharose)
rouge/rouge rouge/jaune jaune/jaune

1 +-
2 -

3 -

6 -

7 -

9 -

13 +-
15 +-
17 -

19 +-
23 +
24 +-
29 +-
31 +-
32 -
35 -

37 -

38 -
45 -
46 +-
50 +-
56 +-
58 +-
61 -

68 +-
70 +
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Tableau 8: Résultats de la galerie biochimique classique obtenus pour les 40 souches

étudiées dans le milieu Triple Sugar Iron (suite et fin):

72

73

74

75

77

79

80

82

83

92

100

101

103

110

+ : indique qu’il y’a un changement de couleur dans le milieu.

- : indique qu’il n’y’a aucun changement de couleur.

D’apres le tableau 14 de la galerie biochimique classique obtenu pour les 40 souches

¢tudiées dans le milieu Triple Sugar Iron, on remarque que:

- Bactéries ne fermentent pas le glucose/ lactose et saccharose

e 19 sur les 40 des bactéries testées sont de couleur de culot rouge (couleur inchangg), cela

veut dire que la bactérie n’a pas fermenté ni le glucose, ni le lactose et le saccharose.

- Fermentation de glucose uniquement

e 17 sur les 40 des bactéries testées sont de couleur de culot de jaune/rouge, on comprend

donc que le glucose a été fermenté par la bactérie.

- Gaz fermenteur de glucose/ lactose et saccharose

e 4 sur les 40 des bactéries testées sont de couleur de culot jaune, cela confirme la production

d’une grande quantité d’acide ce qui rend le rouge de phénol jaune en bout et en pente.

Stowers, (1985) a ét¢é montré que les isolats a croissance rapide possédent une préférence

pour les disaccharides (saccharose et lactose) , ce qui est en accord avec nos résultats.
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Au cours de notre étude, nous avons trouvé que toutes les souches que nous avons analysées

fermentent le lactose, le saccharose, le glucose avec production de gaz, et sans production de I’H2S.

Ces résultats sont en accord avec ceux de (Hajna, 1945; Berche et al., 1988).

Ce test permet également d’observer la production de gaz CO2 (bulles dans la gélose)

(Marchal et al., 1991).

Tableau 9: Caractéristiques générales des bactéries

Bactéries | Mannitol mobilité | Citrate | Urée Indole Clarck et | Bouillon| Triple
de Lubs nitrate sugar
simmons iron
Mannitol | Mobilité Uréase | Indole| RM | VP

1 - + - - + - - + +
2 - + - + + - - + -

3 - - - + + - - + -

6 - - + + + + + -

7 + - + + - - + -
9 - + - + + - - + -
13 - + + + + - - +

15 - + + + + - + +

17 + + + + + - - + -
19 + + - + + - - + +
23 + + - + + + - - +
24 + + + + + + + - +
29 + + + + + + - - +
31 + + + + + + - - +
32 - + - + + + - + -
35 + + - + + + - + -
37 + - + + + - - + -
38 + - - + + - - - :
45 - - + + + - + - -
46 - + + + - - - +
50 + + + + - - +
56 - - + + + + + +
58 + - + + - - - +
61 + + + + - - - -
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Tableau 9: Caractéristique générales des bactéries (suite et fin):

68

70

+

72

73

74

75

ol + |+ |+

S R R IR (R S

77

o I o I B I

79

80

82

83

92

100

101

103

+l+ |+ |+

110

e I i e e e e e B B I e o Ao I

NB: les vides représentent des analyses non effectuées pour cause de manque de produits
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2- Test d’inoculation sur la féve

1. La taille des racines des plantes de féve (Vicia faba L.):

La figure 1 représente les différentes longueurs racinaires des plantes de la féve qui ont varié
entre 91,25 cm et 50,86 cm par plante.

Nous notons que les six bactéries et le témoin OL13 présentent des résultats
significativement différents (P<0.05) (Figure. 1). La bactérie 23 a montré le résultat le plus élevé
avec 91,25 cm £ 29,34, et la bactérie 29 a présenté la longueur de racine la plus basse avec le

témoin OL13 avec des moyennes 56 cm + 10,02 et 50,86 cm £ 12,71.

140
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Figure 8: Tailles moyenne des racines de la feve (Vicia faba L.) aprés inoculation

On note a partir de nos résultats que 1'augmentation de l'absorption des nutriments par les
plantes inoculées avec des souches efficaces a été attribuée a la production de régulateurs de
croissance des plantes par les bactéries a l'interface des racines, ce qui a stimulé le développement
des racines et a entrain¢ une meilleure absorption de I'eau et des nutriments du sol, comme indiqué
par (Lifshitz et al., 1987). Nos résultat sont en accord avec plusieurs auteurs (Smith, 2001);
( Lopez et al., 2003); (Vance et al., 2003); (Plaxton, 2004); (Shulaev et al., 2008). Ces auteurs
rapportent que les réponses morphologiques impliquent la modification de l'architecture racinaire,
principalement par une baisse de la croissance des racines primaires et 1’augmentation du nombre
des racines latérales et la formation des poils absorbants. (Vikram, 2007), a montré que les auxines
produites par ces rhizobactéries peuvent influencer la croissance des plantes, y compris le
développement racinaire qui améliore I’absorption d’éléments nutritifs, en augmentant de ce fait la
croissance végétale, ce qui soutient nos résultats.

Apres toutes ces résultats on a montré que l'inoculation a des effets bénéfiques sur la plante et ceci

confirmé par plusieurs autres auteurs que l'inoculation peut favoriser 1’allongement de la racine
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(Dobbelaere et al., 1999), le développement des racines latérales et adventives (Creus et al., 2005;
Molina-Favero et al., 2008), les poils absorbants (Hadas et Okon, 1987) et la ramification des
poils racinaires (Jain et Patriquin, 1985). Ces réponses de développement de la morphologie
racinaire sont déclenchées par des phytohormones synthétisées par les rhizobactéries,ce qui est

confirmé par nos résultats.

2. Le poids frais de la partie aérienne des plantes de feve (Vicia faba L.):

La figure 2 représente la biomasse aérienne fraiche des plantes de la féve Cette biomasse
moyenne varie entre 30,00 g et 16,25 g par plante.

Les plantes de la bactérie 100 a montré le résultat le plus élevé avec 30,00 g + 19,15, alors
que les plantes de la bactérie 24 ont montré le poids frais de la partie aérienne le plus bas avec le
témoin OL13 avec moyenne 16,25 g+ 11,42 et 20,00 g £+ 10,00.

On observe d’apres le test statistique (test Tukey) qu'il y a aucune différence entre les

différentes bactéries testées comparativement au témoin OL13

50 A

a
a
a
40 | 4
a a .

30 |

20 |

10 -

0 . . . . . . .

24 29 46 82 100

OoL13 23

Poids frais partie aérienne (g)

Répétitions

Figure 9: La variation du poids frais de la partie aérienne des plantes de feve (Vicia faba L.)
Ces valeurs de la biomasse des parties aériennes sont équivalentes a celles obtenues par
(Solmon et Fassil, 2014) en Ethiopie chez des plantes de (Vicia faba L.) dans des conditions de
culture en pot, et celles de (ouserir et al., 2018), qui ont montré que dans les expériences, sous
serre et en plein champ, les poids frais et secs des biomasses aérienne et racinaire sont nettement

améliorés avec les inoculations par rapport aux témoins.
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Ainsi des autres auteurs comme (Vessey, 2003) et (Salantur et al., 2006), suggérent que la
sécrétion bactérienne de substances favorisant la croissance des plantes pourrait étre responsable

des effets bénéfiques des PGPR.

3. Le poids frais de la partie racinaire des plantes de féve (Vicia faba):
La figure 3 représente la biomasse racinaire fraiche des plantes de la féve Cette biomasse
moyenne varie entre 64,29 g et 18,57 g par plante.
Nous notons que les six bactéries et le témoin OLI13 présentent des résultats
significativement différents (P<0.05) (Figure. 3). Les plantes de la bactérie 100 a montré le résultat
le plus élevé avec 64,29 g + 36,45, alors que les plantes de la bactérie 29 ont montré le poids frais

de la partie racinaire le plus basse avec le t¢émoin OL13 avec 21,07 g+ 15,34 et 18,57 g+ 12,15.
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Figure 10: La variation du poids frais de la partie racinaire des plantes de féve (Vicia faba L.)
Nos résultats rejoignent ceux de (Yildirim et al., 2015), qui ont retrouvés que les poids frais

et secs des racines ont été améliorés.

4. Le poids sec de la partie aérienne des plantes de feve (Vicia faba L.):
La figure 2 représente la biomasse aérienne seche des plantes de la féve Cette biomasse
moyenne varie entre 4,81 g et 2,13 g par plante.
Les plantes de la bactérie 100 a montré le résultat le plus élevé avec 4,81 g + 2,88, alors que
les plantes de la bactérie 24 ont montré le poids sec de la partie aérienne le plus basse avec le

témoin OL13 avec 2,13 g+ 1,23 et 3,89 g+ 1,17
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On observe d’apres le test statistique (test Tukey) qu'il y a une différence ségnificative

(P<0.05) (Figure. 4) entre les différentes bactéries testées comparativement au témoin OL13
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Figure 11: La variation du poids sec de la partie aérienne des plantes de féve (Vicia faba L.)
Hoflich et al., (1994), ont observé une augmentation significative du rendement de la
maticre seéche de la partie aérienne des plantes variant de 7 a 8 %, ce qui est confirmé par nos
résultats. D’aprés nos résultats on conclure que le rendement en mati¢re seche des parties aériennes
par plante a augmenté en fonction des répétitions, les mémes conclusions ont été aussi signalées par

(Boughribil et al., 2018).

5. Le poids sec de la partie racinaire des plantes de féeve (Vicia faba L.):
La figure 5 représente la biomasse racinaire séche des plantes de la féve Cette biomasse
moyenne varie entre 3,98 g et 1,31 g par plante.
Nous notons que les six bactéries et le témoin OL13 présentent des résultats
significativement différents (P<0.05) (Figure. 5). Les plantes de la bactérie 100 a montré le résultat
le plus ¢élevé avec 3,98 g + 2,23, alors que les plantes de la bactérie 24 ont montré le poids frais de

la partie racinaire le plus basse avec le témoin OL13 avec 1,31 g+ 1,03 et 1,78 g+ 1,02.
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Figure 12: La variation du poids sec de la partie racinaire des plantes de féve (Vicia faba L.)

Nos résultats rejoignent ceux de (El Fakhri et al., 2010). qui ont retrouvés que les résultats
relatifs au poids sec des racines et au poids sec de la plante montrent que la production de la maticre
seche a ¢ét¢ améliorée par I'inoculation. Cette matiere seéche sert a la production de nouvelles
racines, a leur prolifération (volume racinaire), a leur allongement (accroissement en longueur) et a
leur entretien.

Abbasi et al., (2011), ont conclus que la rhizosphere de différentes plantes et cultures est le port
d'origine de bactéries importantes et bénéfiques. Ces bactéries favorisant la croissance peuvent étre
isolées du sol de différentes zones racinaires des cultures et utilisées pour améliorer la croissance /
le rendement des cultures et améliorer la fertilité du sol.

6. Nombre des nodules

D’apres les résultats de I'inoculation on observe que la formation des nodules est remarquée
uniquement sur les plantes inoculées avec le rhizobium OL13, et les plantes co-inoculées avec la
bactérie PGPR et le rhizobium OL13 n’ont pas nodulées.

Cette absence de nodulation peut étre attribuée a la capacité¢ des PGPRs a produire de 1'AIA,
car son role consiste a réguler la formation des nodules dans les Iégumineuses, en raison de la
suppression des agents pathogénes (Mahmoud et Abd- Alla, 2001) ou de la mobilisation
d’éléments nutritifs (Ahemad et Khan, 2011). Plusicurs études ont observé I’inhibition du
processus de nodulation ou de diminution du nombre de nodules par I’éthyléne sur plusieurs
légumineuses (Xie et al., 1996; Okazaki et al., 2004).

Ceci peut étre également expliquée par un phénomene de compétions entre les bactéries et
que la prolifération de la bactérie PGPR tout le long de la racine a fait barrage au rhizobium (moins

combatif) pour I’infection et la formation des nodules (Maougal et al., 2014)
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Les pressions sociales en vue de diminuer I'emploi des pesticides en agriculture accentuent
la demande pour des produits biologiques aptes a contrer les pathogénes des plantes. I devient donc
important de développer différentes méthodes de lutte biologique, afin de réduire les effets d'un
organisme néfaste et de favoriser les organismes utiles tels les cultures, les arbres, les animaux et les
insectes et micro-organismes bénéfiques.

Les PGPRs occupent progressivement une place importante en agriculture moderne. Et 1’étude
relative au réle des rhizobactéries dans la croissance et I’amélioration des especes végétales
onstitue a I’heure actuelle un enjeu majeur.

Dans ce travail, on a effectué une étude sur les caracteéres biochimiques des bactéries, 1’utilisation
des sucres comme source de carbone. On a essayé de caractériser biochimiquement une série des
bactéries préalablement isolées. On a procédé a un isolement et une caractérisation biochimique, et
on a examiné I’effet des bactéries rhizosphériques sur la promotion de la croissance de la féve
(Vicia faba L.).
On a testé par une inoculation de la variét¢ Aquadulce de la féve (Vicia faba L.) par six des 40
bactéries testées et ayant obtenus de bon paramétres PGPR (Laajabi, 2019). Il s’agit des bactéries
23, 24, 29, 46, 82, 100 et cela en présence du rhizobium OL13 qui sera le témoin. Ce travail a été
effectué dans le but d’étudier I’effet de 1’inoculation par les souches bactérienne sur la croissance et
le rendement de la féve (Vicia faba L.) et de sélectionner les meilleurs couples symbiotiques.

Au terme de cette étude et en se basant sur les résultats obtenus dans les deux volets de cette
étude, nous pouvons conclure que:

e Les résultats obtenus pour I’analyse biochimiques (galerie biochimique classique) montrent
que la plupart de ces bactéries n’utilisent pas le mannitol comme source de carbone et
d’¢énergie, ces derni¢res sont mobiles. Une gamme d’elles utilisent des substrats carbonés
comme source de carbone, avec ’utilisation de trois sucres dont : glucose, lactose et
saccharose; mais cette variabilité d’assimilation différe d’une bactérie a I’autre et d’un sucre
a un autre. Une gamme importante de ces bactéries possedent 1’uréase et produit I’indole,
des isolats montrent la capacité a dégrader le nitrate par le biais de la Nitrate Réductase.

L’inoculation avec les différentes souches en comparant avec la souche de référence (rhizobium

OL13) a pu stimuler de maniére significative la croissance en augmentant le poids sec aérien et
racinaire et en allongeant la taille des racines.
L’absence de nodulation chez les plantes co-inoculées (PGPR et rhizobium) pourrait étre surmontée

par la sélection et la multiplication des variétés tolérantes
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e Une bonne infectivité et une bonne efficience des PGPR sont les premiers critéres a retenir
pour préparer des inoculums efficaces. Pour cela, la croissance des plantes, le traitement
d’inoculation qui donne une longueur et une croissance des racines la plus améliorée est
enregistré chez les plantes des bactéries 23 (moyenne de 91,25 cm). Le poids frais le plus
¢levé est observé chez les plantes de la bactérie 100 avec une moyenne de 30,00 g/plante.
Les plantes qui donnent la plus grande masse séche sont celles de la bactérie 100 avec une
moyenne de 4,81 g/plante.

Cette ¢tude reste préliminaire et pour confirmer les performances de croissance il est important
de mesurer 1’effet de ces bactéries sur la nutrition (azotée et phosphatée), il serait intéressant
également d’inoculer les plantes de féve avec ses micro-organismes, fixateurs d’azote
atmosphérique, qui solubilise le phosphate inorganique permettrait a la fois d’assurer une
nutrition azotée et phosphatée convenables pour les plantes de légumineuses

Il serait bien de vérifier si la capacité de promouvoir la croissance des plantes est plus grande
lorsque les bactéries sont employées seules ou en consortium.

De plus il serait bien de faire différents tests de formulations (solution aqueuse, enrobage des
graines, etc.) afin de déterminer le meilleur moyen d'utiliser les souches comme biofertilisant. Ceci
représente les prochaines étapes a faire pour une possible commercialisation du fertilisant a base des

souches isolées dans le cadre de cette étude.
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Annexe

Annexe:

1- Milieux de cultures:

1- Milieu LB:
Composant Quantité G/L
Peptone 10
Extrait de levures 5
Chlorure de sodium (NaCl) 10
2- Milieux de galerie biochimique:
1- Mannitol mobilité:
Composant Quantité G/L
Peptone de caséine 10
Mannitol 7.5
Nitrate de potassium 1
Rouge de phénol 0.04
Agar 3.50
pH final a 25°C 7,6 0,2
2- Citrate de Simmons:
Composant Quantité G/L
Ammonium Dihydrogen Phosphate 1
Phosphate dipotassique 1
Chlorure de sodium 5
Citrate de sodium 2
Sulfate de magnésium 0.2
Gélose 15
Bleu de bromothymol 0,08
3- Urée-Indole:
Composant Quantité G/L
Urée 2
Tryptophane 0.3
Chlorure de sodium 0.5
Dihydrogénophosphate de potassium 0.1
Hydrogénophosphate de potassium 0.1
Rouge de phénol 0.0025
PH 7
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Annexe

4- Clarck et Lubs:

Composant Quantité (g/)
peptone 5
glucose 5
k2HPO4 5
pH 7.5
5- Bouillon Nitrate:
Bouillon nutritif additionné de nitrate de sodium (1%)
6- Triple Sugar Iron (TSI):
Composant Quantité (g/l)
Peptone de caséine 15
Peptone de viande 5
Extrais de viande 3
Peptone de levure 3
Chlorure de sodium 5
Lactose 10
Saccharose 10
Glucose 1
Citrate ammoniacal de fer 0.5
Thiosulfate de sodium 0.5
Rouge de phénol 0.024
Agar 12
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Résumé :

Les légumineuses alimentaires sont considérées depuis longtemps comme les plantes a
graines les plus cultivées avec les céréales par ’homme. La feve (Vicia faba L.) est parmi
les 1égumineuses alimentaires les plus cultivées pour 1’alimentation humaine et joue aussi
un role dans la fertilisation des sols. Des recherches récentes ont prouvé que l'utilisation
des PGPR comme inoculant constitue une alternative biologique soutenable pour la
production végétale. Dans le but de caractériser une série des bactéries et inoculer des
graines pour leur effet sur la croissance de la féve (Vicia faba L.), nous avons entrepris
une expérimentation qui consiste a travailler sur des isolats bactériens préalablement
isolés de la rhizosphere de la feve (Vicia faba L.) dans la région d’Ibn badis Constantine.
Les résultats obtenus montrent que 1’inoculation avec les souches de rhizoium sp entraine
une augmentation racinaire et a€rienne principalement pour les souches 23, et 100, des
¢tudes complémentaires sont nécessaire afin de déterminer leur efficacité dans
I’absorption des ¢léments nutritifs principalement le phosphore et 1’azote.
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