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Résumé

Ce travail a été réalisé dans le but de mettre en évidence les bactéries isolées a partir des
nodules racinaires de deux plantes Iégumineuses a savoir Hedysarum coronarium L. et
Vicia faba L., poussant dans la région Est de 1’Algérie dans wilaya de Constantine. Les
isolats sont identifiés par une approche morphologique suivie d’une série de tests
phénotypiques qui regroupe des analyses biochimiques et physiologiques. A travers les
différents résultats obtenus dans cette étude et qui sont basés sur des criteres morpho-
culturaux. Nous pouvons inclure nos isolats parmi les bactéries possédant les caracteres

des rhizobia nodulant les Iégumineuses .

Mots clés: Caractérisation, Nodule, Rhizobia, Hedysarum coronarium L., Vicia faba L.



Abstract

This work was carried out to identify bacteria isolated from root nodules of two
leguminous plants, Hedysarum coronarium L. and Vicia faba L., growing in the eastern
region of Algeria in the wilaya of Constantine. Isolates were identified using a
morphological approach, followed by a series of phenotypic tests involving biochemical
and physiological analyses. The results obtained in this study are based on morpho-cultural
criteria. We can include our isolates among the bacteria possessing the characters of

rhizobia nodulating legumes.

Key words: characterization, Nodule, Rhizobia, Hedysarum coronarium L., Vicia faba L.
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Introduction

Introduction

L’azote est le premier ¢lément minéral limitant la croissance des plantes, car les
seules formes assimilables sont présentes en faible quantité dans les sols. La majeure partie
de I’azote se trouve sous forme de diazote atmosphérique, mais seules quelques especes de
procaryotes ont la possibilité de l’utiliser pour leur nutrition azotée (Peret, 2007). La
fixation de I’azote est essentielle pour le maintien de la vie et le développement de la
société, cependant, 1’énergie de dissociation de la liaison et la non-polarité de la triple

liaison constituent un défi considérable ( Liu et al., 2022).

Les lIégumineuses sont des plantes dicotylédones appartenant a la famille botanique
des Fabacées, qui représente la troisiéme famille de plante par le nombre d’espéces, aprés
les Astéracées et les Orchidées (Schneider et al., 2015). Elles constituent une famille tres
importante de plantes a fleurs herbacées ou arboreées, les Fabacées représentées par plus de
7 000 espéces dans le monde (Vertés et al., 2010), elles sont caractérisées par des fleurs
papilionacées, une gousse contenant des graines (Schneider et al., 2015). Pendant des
siecles les légumineuses (Fabaceae) ont été utilisées dans les rotations des cultures pour
intégrer lI'azote dans les systemes agricoles, évitant ainsi le besoin de fertilisation azotée
(Geddes et al., 2015).

La fixation symbiotique de 1'azote utilise I'énergie solaire pour réduire le gaz inerte
N, en ammoniac a une température et une pression normales (Lindstrom et Mousavi,
2019), les légumineuses ont la capacité unique de fixer 1’azote atmosphérique grace a une
symbiose avec des bactéries du sol du genre Rhizobium. Cette association symbiotique
coliteuse en énergie pour la plante, n’a lieu qu’en situation de faible disponibilité en azote
minéral (Guinet et al., 2019). Les rhizobia vivent alors sous une forme libre dans le sol
mais ne peuvent fixer I'azote que lors d'associations symbiotiques avec une plante hote. Au

cours de l'interaction symbiotique, les rhizobiums induisent la formation de structures

vegétales spécialisées, appelées nodules (Sprent et al., 2017).

La feve (Vicia faba L.) est une légumineuse a grains largement cultivée dans les

zones tempérées pour 1’alimentation humaine et animale (Rubiales et al., 2022). est 1'une
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des premiceres plantes a avoir ¢t¢ domestiquée, au cours de la période néolithique. Il n'est
donc pas surprenant que cette culture ait été largement utilisée, y compris a 1'époque
classique par les peuples celtes et les 1égions romaines dans toute I'Europe et I'Afrique du
Nord (Belhadi et al., 2017). 1l forme généralement une association symbiotique efficace
avec Rhizobium leguminosarum symbiovar viciae, qui est un symbiote spécifique aux

Iégumineuses de la tribu des vicieuses (Allito et al., 2020).

Hedysarum coronarium L. est un membre de la tribu Hedysareae, sous-tribu
Euhedysarinae dont l'aire de répartition naturelle dans le bassin méditerranéen . Cette
plante est connue sous les noms vernaculaires de Sulla, sainfoin espagnol (Razika et al.,
2012). C’est une fabacée fourragére bisannuelle a pérenne, endémique des sols argilo-
calcaires. La Sulla peut bénéficier d’une fixation biologique de 1’azote atmosphérique si le

microsymbiote spécifique est présent dans le sol (Sana et al., 2012).

Ce présent travail repose sur un isolement et une caractérisation phénotypique des
bactéries isolées a partir des nodules racinaires des légumineuses. La premiére est une
plante fourragere sauvage Hedysarum coronarium L. et la deuxiéme est une plante cultivée

Vicia faba L.

Nous avons effectué¢ une caractérisation morphologique des isolats, suivie d'une

caractérisation phénotypique (tests biochimiques et physiologiques).
Ces derniers sont réalisés selon le plan suivant :
- isoler les bactéries a partir des nodules.
- étudier morphologiquement et microscopiquement les isolats.

- Caractériser phénotypiquement les isolats en réalisant une série de tests

physiologiques et biochimiques.
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1. La fixation biologique de I’azote atmosphérique

1-1 Description du processus

La fixation biologique de l'azote représente aujourd’hui a 1’échelle mondiale un
apport environ 1,5 fois supérieur a celui des engrais. Elle est estimée a environ 195
millions de tonne d’azote par an (Smil, 2002). Et constitue la voie d’entrée majeure de
I’azote dans la majorité des écosystémes (Galloway et al., 2004). L’azote est un élément
essentiel. Tout en étant le plus contraignant dans I'écosysteme et pour la production
veégétale malgré la contribution importante des engrais synthétiques. Les besoins en azote
pour la production alimentaire augmentent d'année en année (Soumare et al., 2020). C’est
un élément chimique fondamental pour les organismes vivant, on le retrouve dans de
nombreux biomolécules telles que les acide aminés constituent les protéines les acides
nucléiques qui portent l'information génétique et dans de nombreux autres composés
organiques indispensables a la vie (Alunni et al., 2017). En effet la croissance des plantes
dépend de la disponibilité dans le sol d'azote sous une forme utilisable qu'il soit oxydé ou
réduit, minérale ou organique. C'est élément est des plus abondant sur terre constituant pres
de 80% de I'atmosphere présente sous forme diazote gazeux(N>). Une forme chimiquement
trés stable et inutilisable par la plupart des organismes vivants (Alunni et Mergaert, 2017).
L'azote est un nutriment vital pour la croissance et la productivité des plantes. Différents
microorganismes de la rhizosphére assurent une fixation biologique de l’azote et le
transforment en ammoniac, forme assimilable par la plante a 1’aide d’un systeéme
enzymatique complexe connu sous le nom de nitrogénase (Sathya et al., 2017). Le bilan de

la réaction de fixation biologique de I’azote est comme suit :
No+ 8H +8e" + 16 ATP — 2NH3+H,+ 16 ADP+16P;
1-2 Diversités des microorganismes fixateurs d’azotes

Les bactéries fixatrices d’azote sont classiquement réparties en deux groupes : les

fixateurs libres et les fixateurs symbiotiques (Fig. 1).
1-2-1 Les fixateurs symbiotiques

La fixation symbiotique de I’azote est le processus biologique qui permet de
convertir I’azote de I’aire (N) en azote minéral (NHs;) assimilable par les organismes
vivants pour constituer leur molécules organiques (notamment les protéines), cette

symbiose est effectuée chez les légumineuses grace a des bactéries du sole (Rhizobium)

3
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qui sont intégrées au sein des excroissances spécifiques des racines (les nodosites) (Vertes
et al., 2015). 11 y’a plusieurs associations fixatrice d’azote, elles englobent principalement
une association entre espece bactériennes et les Iégumineuses. Dans 1’association
symbiotique, la plante représente 1’h6te et le partenaire bactérienne le symbionte (Hopkine
et al., 2003). Les symbioses les plus étudiées jusqu’a présent sont essentiellement celles en
relation avec les légumineuses (plantes associées aux Rhizobium), comme les
oléoprotéagineux (arachide et soja), les protéagineux (pois), Les especes vivriers (haricote)

et les plantes fourrageres (trefle et luzerne) (Dommergues et al., 1999).

La fixation biologique de 1’azote N, est un processus biologique étroitement régulé
par la plante en fonction de la teneur en azote minérale du sol (Schneider et al., 2015). De
nombreuses espéces de légumineuse peuvent entrer dans une relation symbiotique avec les
bactéries des nodules racinaire. Les légumineuses appartiennent a 1’ordre des fabales,
famille des légumineuse (ou fabaceae) (Franche et al., 2009). Il y’a un autre type de
plantes qui entrent dans une relation symbiotique, les plantes actinorhiziennes qui sont des
plantes non légumineuses et appartiennent & huit familles et 24 genres d’angiospermes.
Elles forment des nodules racinaires du fait de leur interaction symbiotique avec Frankia
(Laplaze, 1999). Ces dernieres sont des bactéries filamenteuses sporulantes Gram positif
(Franche et al., 2009).

1-2-2 Les fixateurs libres

Les bactéries capables de fixer 1’azote atmosphérique sans étre en association
symbiotique, sont trés répandues. Elles habitent les sédiments marins ou d’eau douce, les
sols, les surfaces des feuilles et des écorces ainsi que le tube digestif de certains animaux
(Hopkins, 2003). L’estimation de taux de fixation d’azote par les bactéries du sol est de
I’ordre d’environ de 1 Kg par hectare (Elmerich, 1993). Comprennent des genres variés :
Azotobacter (Becking, 2006), bactéries aérobies Acetobacter (Gillis et al., 1989),
Azospirillum (Steenhoudt et Vanderleyden, 2000), ou bactéries anaérobies strictes
Clostridium (Asami et Kiwamu, 2006), aérobies facultatives Klebsiella (Chelius et
Triplett, 2000), Pseudomonas (Yan et al., 2008), des bactéries phototrophes a
photosynthése anoxygénique Rhodobacter (Masepohl et al. , 2005), et Rhodopseudomonas
(Wang et Noren, 2006), des cyanobactéries (Algues bleuvert) comme Anabaena (Allen et
Arnon, 1955) et Nostoc (Meeks et Elhai, 2002).
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Figure 1. Arbre des grands groupes phylogénétiques des eubactéries basé sur les séquences
d’ADNr 16S (d’apres Young, 1992). Les groupes fixateurs d’azote sont indiquées par N.

2. Les Légumineuses

2-1 Description

Les légumineuses présentent un énorme avantage par rapport aux autres plantes de
pouvoir s’associer a des bactéries du sol communément appelées rhizobiums. Gréce a cette
association symbiotique, les Ilégumineuses participent a la revégeétalisation des écosystémes
pauvres en azote (Giraud, 2007). En effet L’azote fixé et 1’azote total mobilisé par les
légumineuses peuvent a la limite étre des indicateurs pertinents si la biomasse des
Iégumineuses est totalement recyclée dans le sol. Méme quand elles ne sont pas exportées
(Bado, 2002). Les légumineuses dans 1’interculture peuvent améliorer 1’efficience du cycle
de I’azote. Les données de base pour la fumure DBF indiquent une réduction de 20 a 30
kg N/ha de la fumure d’une culture suivant un engrais vert a base de légumineuses. En
outre, I’efficacité de fixation d’azote varie entre les principales especes cultivées (Gebhard,
2013) et permettent ainsi de réduire les amendements avec des engrais azotés. Au-dela de

cet aspect agronomique, certaines espéces de plantes non cultivées et d’arbres de la famille
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des légumineuses sont aussi d’un grand intérét dans les écosystémes naturels (Graham et

vance, 2003).
2-2 La Diversité des légumineuses

Les légumineuse ou Fabaceae sont classée parmi les angiospermes eudicotylédones
a gousses (Sprent, 1995), représentent la troisieme famille des Angiospermes, derriére les
Orchidaceae et les Asteraceae avec plus de 700 genres et prés de 20 000 espéces (Lewis et
al., 2005). Elle est classée en trois sous-familles en se basant principalement sur les
différences morphologique de leurs fleurs (Allen et Allen, 1981). Caesalpinioideae,

Mimosoideae et Papillionoideae (Doyle et Luckow, 2003)(Fig. 2).
2-2-1 Caesalpinioideae

Cette sous-famille contient environ 150 genres et 2250 espéces au sein de 4 tribus.
Principalement des arbres ou arbustes retrouvés en régions tropicales d’Afrique.
Actuellement seul 23 % des espéces testées sont connues pour étre nodulées par les
rhizobia. Ces especes se retrouvent dans les tribus des Caesalpinieae et Cassieae. Les
tribus Cercideae, Detareae et Amhertieae sont tres peu nodulées (Fariae et al., 1989).

2-2-2 Papillionoideae

Cette sous- famille est trés cosmopolite et compte environ 14000 especes divisées
en 476 genres de légumineuses tropicales et tempérées. Les Papilionoideae sont réparties
en deux grands groupes de plantes cultivées : les Iégumineuses tempérées (ou Galegoides)
comme les genres Pisum (pois), Cicer (pois chiche), Melilotus (mélilots), Lens (lentilles),
Medicago (luzerne), Lotus (lotier), Trifolium (tréfle) et Vicia (vesce). Les légumineuses
tropicales (ou Phaseoloides) comme notamment les genres Cajanus, Phaseolus (haricot) et
Glycine (soja) (Doyle et Luckow, 2003). Elle est aussi la plus grande des trois sous-

familles contenant 28 tribu (Wojciechowskiet al., 2004).
2-2-3 Mimosoideae

Elles sont composées surtout des arbres ou des arbustes tropicaux ou subtropicaux,
cette sous-famille renferme 77 genres et 3000 especes (Doyle et Luckow, 2003). Elle
compte également 4 tribus et elle est présente dans les régions subtropicales d’Afrique,
d’Amériques, d’Asie et d’Australie (Fariae et al, 1989). Leurs fleurs sont sous forme de

pompons, les étamines sont les parties les plus visibles de la fleur (Judd et al. , 2001).
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Galegeae — Galega

Trifolieae — Trifollum, Melllotus, MedIcago
Vicieae — Plsum, Vicla, Lens, Lathyrus
Cicereae — Cicer

Carmichaelieae

Millettieae-2 — Wisteria

Loteae — Lotus, Anthyllis, Coronilla
Robinieae — Robinia, Sesbania

Phaseoleae ——| Phaseolus, Vigna, Labiab
Psoraleae Glycine, Cajanus, Canavalia |
Desmodieae

Millettieae-1

Indigofereae — Indigofera, Cyamopsis Papilio noideae
Bossiaeae, Mirbelieae

Sophoreae-3

Aeschynomeneae — Arachis

Adesmieae

Dalbergieae — Dalbergia

Amorpheae

Genisteae — Genista, Lupinus

Crotalarieae, Podalyrieae

| Sophoreae-2, Thermopsideae

Euchresteae

Sophoreae-2

Brongniartieae

Sophoreae-2, Swartzieae

— - .- —._— — _Dipterygeae _ _ _ _ _ _ _ _ _ . _ . _. s
Caesalpinieae-1

Cassieae-4 — Ceratonia

Caesalpinieae-2

MIMOSOIDEAE - Leucaena, Acacia i Mimosoideae
Cassieae-3 — Senna

Cassieae-2 — Chamaecrista
Detarieae, Macrolobieae
Cercideae — Cercis, Bauhinia Caesalpinioideae
Cassieae-1 — Dialium

Figure 2. Phylogénie des Leguminosae d’aprés I’analyse des séquences du géne
chloroplastique rbcl (Doyle et al. 1998). Les trois sous-familles Papilionoideae, Caesalpinioideae
et Mimosoideae.

2-3 Intérét des légumineuses

Les Iégumineuses tiennent une part trés importante des travaux accomplis dans des
domaines aussi divers que 1’agronomie, la génétique, 1’entomologie, la phytopathologie et
la physiologie (Baudoin et al., 2001). Compte tenu de la demande mondiale croissante en
matiére de production alimentaire et de la nécessité de réduire les émissions de carbone, il
est prévu le recours a la fixation biologique de I’azote comme solution de remplacement

des engrais azotés (Black et al., 2012 ). Leur intérét agronomique provient en premier lieu
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de leur aptitude a la fixation symbiotique de l'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).

La fixation biologique de 1’azote peut réduire 1’utilisation de combustibles fossiles
et peut étre utile pour le reboisement et la restauration des terres mal exploitées afin
qu’elles redeviennent productives (Reeve et al., 2010). Outre leur r6le dans le cycle de
I’azote, la production de légumineuses interagit avec d’autres cycles biogéochimiques. En
effet, cette symbiose fournit I'azote nécessaire pour la croissance et le développement des
plantes et permet, a la fois d’enrichir le sol en mati¢re organique et d’épargner les engrais

azotés par 1’exploitation d’un processus naturel (Farissi et al., 2014).

3. Le genre Hedysarum coronarium (Sulla)

3-1 Description du genre Sulla

Hedysarum coronarium L. ou « Sulla (Légumineuse, Papilionacée) est une plante
herbacée annuelle. Elle présente un régime de reproduction préférentiellement allogame
(Chriki et al ., 1982). La Sulla est légumineuse de paturage pérenne de courte durée, qui
présente une tolérance environnementale particuliére, notamment a I'égard de conditions
stressantes telles que l'alcalinité du sol, la salinité et la sécheresse. Les qualités de son
fourrage, caractérise par une haute teneur en protéine, ont permis a la Sulla d'étre
largement cultivée dans I'ensemble du bassin méditerranéen (Muresu et al., 2019) et est
I’une des plus importantes légumineuses naturelles. Elle est utilisée au sud de I’Italie et en

Sicile comme foin, ensilage et fourrage vert (Issolah et al., 2012)(Fig. 3).
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Figure 3. Hedysarum coronarium.
3-2 Description morphologique

Au stade plantule, les cotylédons du Sulla sont ovales, arrondis, presque sessiles de
dimensions 10 x 7,8 mm et glabres. Les trois ou quatre premieres feuilles sont longuement

pétiolées, entieres, orbiculaires ou elliptiques (Ben jeddi, 2005).

Le plus souvent dressée, 30-150 cm de haut avec des tige épaisse succulent qui
deviennent légerement ligneuses aprés la floraison, les feuilles sont composées de 7 a 15
paires de foliole ovales (pennées ) avec une seule foliole terminale des racémes de 10 a 35
fleurons genéralement pourpre vif , leur gousses segmenté brunes avec une surface
rugueuse et épineuse, leur racine pivotante profonde et ramifiée (jusqu’a 2m) (Moore et al.,
2006).

La graine est réniforme ou discoide avec un tégument lisse et luisant et
uniformément coloré en jaune clair parfois noir; il brunit en vieillissant (Ben jeddi, 2005)
(Fig. 4).
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Figure 4. Tige fleurie du Sulla de nord (Hedysarum coronarium L.) avec les différentes parties de
la fleur et de la gousse (Villax, 1963).

3-3 Description Géographique

Hedysarum coronarium L. (2 n = 16), légumineuse connue sous le nom vulgaire de
Sulla ou sainfoin d’Espagne, est une espéce fourragére. Dans les endroits ou la Sulla
pousse spontanément, les plantes, malgré des caractéristiques agronomiques limitées (port
rampant, rendement fourrager faible...) (Trifi-Farah et al., 1989), A I’état spontané cette
espéce présente une large aire de répartition géographique; Elle est distribuée du nord de
I’Afrique au sud de I’Espagne en passant par 1’Italie du sud (Squartini et al., 2002), en
Algérie aussi le Sulla est présente a 1’état spontané en région nord-est (Abdellgurfi-
Berrekia, 1985). En Tunisie d’apres 1’étude écogéographique réalisé par Zoghlami et
Hassen (2004) la Sulla occupe une aire de répartition assez large qui s’étend de I’humide
jusqu’a I’étage semi-aride (250-450).

3-4 Taxonomie du genre Sulla

L'espéce Hedysarum coronarium L. appartient au genre Hedysarum appelée
généralement " Sulla ", ce dernier fait partie de la tribu des Hedysarées de la sous famille

des Papilionacées et de la famille des fabacées. (Abdelguerfi-Laouar et al., 2002).

10
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Selon Quezel et Santa (1962), Abdellaoui (2014), la position systématique de

I’espéce Hedysarum coronarium L. est :

Embranchement Spermatophytes

Sous embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous classe Dialypétales

Ordre Rosales

Famille Fabaceae

Sous famille Papillonaceae

Tribu Hedysareae

Genre Hedysarum

Espéce Hedysarum coronarium L.

3-5 Sulla en Algérie

L’ Algérie renferme un réservoir génétiques a la fois diversifié et tres intéressant en
matiere de ressources phylogénétiques d'intérét fourrager et pastoral. Les premiers travaux
d’autoécologie sur le genre Hedysarum en Algérie remontent a 1985 (Issolah, 2012) Sulla
coronaria (L.) autrefois connu sous le nom d’Hedysarum coronarium L. est la fabacée
pastorale naturelle la plus répandue dans le nord-est algérien et le bassin méditerranéen,
notamment en France, au Portugal, en Espagne, en lItalie et au Maghreb (Achichi et al.,
2018). En Algérie, le genre Hedysarum L. présente neuf espéces dont Hedysarum
coronarium L. Cette espece est commune dans le Tell constantinois, trés rare ailleurs (El
Kantara, Alger, Oran) (Issolah et al., 2012).

Des prospections réalisées en 1998 ont permis de constater la large répartition du
Sulla (Hedysarum coronarium L.) a travers le Nord Est algérien et ce, en termes de
localisation biogéographique (littoral, atlas tellien, hautes plaines telliennes) et

bioclimatique (humide chaud, sub-humide frais et chaud, a la limite inférieure du sub-

11
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humide doux et la limite supérieure du semi-aride doux, a la limite inférieure du
subhumide frais) (Issolah, 2012).

4. Le genre Vicia faba

4-1 Description du genre Vicia faba

La féverole (Vicia faba L.) membre de la famille des fabacées (khazaei et al.,
2021) est une plante dicotylédone cultivée (Jarso et Keneni, 2006). Une légumineuse
nutritive tolérante a la fraicheur, est largement cultivée dans le monde. L’intérét s’est accru
pour les avantages pour la santé et la nutrition des feves et développement de différents
aliments enrichis de biomolécules avec une fonctionnalité, une valeur nutritionnelle et des
avantages pour la santé (Dhull et al., 2022). La féverole est cultivée dans de nombreuses
régions du monde en raison de sa valeur nutritionnelle élevée et de sa fixation biologique
efficace de I’azote (Etemadi et al., 2019).

4-2 Description Morphologie

Vicia faba L. est une plante annuelle d'une hauteur allant jusqu'a 1 métre. Ses tiges
sont dressées, quadrangulaires, assez robustes et ramifiées, elles atteignent 30 a 80
centimetres de haut. Ses feuilles sont épaisses (Jarso et Keneni, 2006). Les feuilles sont de
couleur vert clair, ovales, entieres. Elles sont composées et possédent 2 a 8 folioles
(Dominique, 2010). Cette plante produit des fleurs blanches, des gousses volumineuses et
elle est plus ou moins dressées. Ces gousses sont vertes pendant leur formation et
deviennent noires a maturité. En fonction des variétés, chaque gousse peut contenir de 4 a
8 grains (Bouard et al., 1992). Elle porte des nodosités renfermant des bactéries fixatrices
d'azote atmosphérique (Rhizobium leguminosarum) (Leguen et Duc, 1992). D’apres
toujours les mémes auteurs, les feuilles comportent deux folioles a la base de la tige puis 3
ou 4 par la suite. Les tiges présentent un nombre variable (de 5 a 10) de nceuds végétatifs a
la base, puis un nombre également variable (de 7 a 25) de nceuds reproducteurs. Le
bourgeon terminal est végetatif , plante a croissance indéterminée. (Leguen et Duc, 1992).
Le fruit est une gousse large peut contenir un nombre assez variable de grains (4 a 9). La
graine; large, aplaties, en forme de rognon, de couleur verte ou jaunatre (Chaux et Foury,
1994)(Fig. 5).

12
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Figures 5. Caracteres botaniques du Vicia Faba (Boukeloua et Benouaden, 2023).
a- plante. b- feuille. c- gousse fermer. d- gousse ouverte et graine. e- graine.

4-3 Description Géographique

La féverole (Vicia faba L.) est I’'une le des cultures les plus anciennes au monde. A
I’échelle mondiale c’est la troisieme légumineuse fourragere la plus importante
actuellement 58 pays produisent ce haricot (Singh, 2013). Elle est répartie principalement
dans les régions de 1I’Asie occidentale aussi répandue en Europe, en Afrique et en Asie
centrale, de plus elle a décentré de diversité secondaire en Ethiopie et en Afghanistan
(Jarso et Keneni, 2006). Sa culture dans les pays du bassin méditerranée représente presque

25% de la surface totale cultivée et de la production mondiale de feves (Saxena, 1991).
4-4 Taxonomie du genre Vicia faba

Vicia faba L. est une plante potagere de la famille des Papilionacées cultivée

depuis la plus haute antiquité (Zaidi et Mahiout, 2012).

13
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Selon Dajoz (2000), la classification de Vicia faba L. :

Embranchement Spermaphytes
Sous—embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Dialypétale
Serie Caliciflores
Ordre Rosales
Famille Fabacées
Sous-famille Papilionacées
Genre Vicia

Espece Vicia faba L.

4-5 Vicia faba en Algérie

La feve occupe la premiére place parmi les Iégumineuses en Algérie car elle a une
valeur nutritionnelle élevée et des utilisations diverses. Elle est principalement cultivée
dans les plaines et les régions sublittorales et joue un réle important dans I'‘économie
nationale et la production agricole. (Aouar-sadli, 2008). Mais la culture de la féve n’a
bénéficié d’aucune amélioration dans sa conduite, ce qui explique en partie sa faible
productivité. Dans certaines régions, en particulier, dans les plaines cotieres et les pleines
de I’intérieur (Bengouga, 2018). Occupe 43 000 hectares, soit 44,3 % de la superficie
réservée aux légumineuses durant I’année 1994 (Bengouga, 2018). D’aprés toujours cet
auteur, la production durant cette année était de 15 500 tonnes en grains secs, soit un
rendement de 0,3 tonne par hectare. Comparativement au rendement moyen international,

qui est 3 a 4 tonnes par hectare (Chaux et Foury, 1994).

Durant la période allant de 2005 a 2016 (MADR-DSASI), la culture des féves n’a

pas évolué en termes de superficie en occupant annuellement une moyenne de 35 163 ha.
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Cependant, sa culture occupe la plus grande part des légumineuses alimentaires soit
46.21% des superficies qui lui y sont réservées. Par ailleurs, la production demeure
insuffisante avec en moyenne 350 765 quintaux ou les niveaux de rendement sont tres

faibles avec 9,92 g/ha en moyenne (Houassine, 2019).

5. Rhizobia
5-1 Généralité

Le terme «Rhizobia » est un terme générique donné aux bactéries du sol qui sont
capables d’induire des nodules sur les racines ou les tiges des Légumineuses hotes, y
compris la non légumineuse Parasponia (Trinick MJ et al. 1988). Qui posséde la capacité
de fixer L’azote atmosphérique lorsqu'il se retrouve en symbiose intracellulaire avec une

plante compatible de la famille des Iégumineuses (Drouin, 1996).

Ces bactéries peuvent infecter les racines des légumineuses, entrainant la formation
de grumeaux ou de nodules ou la fixation de I'azote a lieu (Black et al., 2012). Sont des
bactéries du sol en forme de batonnet & Gram négatif mobiles et non sporulantes (Jordan,
1984), et se différencient en bactéroides de forme branchée, sphériqgue ou en massue a

I’intérieur du nodule pour fixer 1’azote (Perry et al., 2004)

Les rhizobia représentent une proportion relativement faible de I'ensemble des
bactéries du sol. On estime que Rhizobium représentent entre 0,1 & 8,0 % de la population

bactérienne totale du sol (Sadowsky et Graham, 1998).
5-2Classification

Les rhizobia sont diversifié au cours des derniéres années, leur classification a subi
de grands changements en raison de I'apparition de nouvelles variétés de Rhizobia. Leur
classification a subi de grands changements en raison de nouvelles données
phylogénétiques et polyphasiques qui ont conduit a la description de nouveaux taxons
(Zakhia et al., 2001).

Des études récentes ont montré l'existence d'une grande diversité parmi les
bactéries fixatrices d'azote isolées de différentes légumineuses. Actuellement, plus de 98
espéces appartenant a 14 genres de a - et B - protéobactéries ont été décrites comme étant
des rhizobia ((Berrada et Fikri-Benbrahim, 2014).Ces especes se répartissent également en
sept familles (Rhizobiaceae, Phyllobacteriaceae, Bradyrhizobaceae, Hyphomicrobiaceae,
Methylobacteriaceae, Brucellaceae et Burkholderiaceae) (Rao et al., 2018).(Tab1l)

15



Chapitre | : Revue bibliographique

Tableau 1 : Taxonomie des Rhizobia (Rao et al., 2018).

Souches de Rhizobium

Plantes hotes

Classe a-Proteobacteria

I Ordre Rhizobiales

I Famillle Rhizobiaceae

Genre Rhizobium (98)

Lotus, Phaseolus, Astragalus, Sesbania,
Medicago, Mimosa, Indigofera, Hedysarum,
Medicago, Populus, Vicia, Lespedeza, Ory:za,
Albizzia, Kummerowia, Dalbergia, Caragana,
Trigonella, Sphaerophysa, Oxytropis, Mung
bean, Vigna, Rosa, Leucaena, Dalea, Clitoria,

Arachis, Pueraria

Siratro, Cowpea, Lemna, Calliandra, Pongamia,

Genre Ensifer

(anciennement Sinorhizobium) (18)

Glycine, Sesbania, Acacia, Medicago, Prosopis,
Kummerowia, Leucaena, Abrus, Lotus,
Argyrolobium, Psoralea

Genre Allorhizobium (1)

Neptunia

Genre Shinella (1)

Kummerowia

Genre Pararhizobium (1)

Tumeur des fruits (non-symbiotique)

Il Famille Phyllobacteriaceae

Genre Mesorhizobium (40)

Lotus, Astragalus, Leucaena, Sesbania,
Amorpha, Prosopis, Albizzia, Biserrula,
Caragana, Anthyliis, Robinia, Alhagi, Anagyris,
Acacia, Sophora

Genre Phyllobacterium (8)

Lathyrus, Argyrolobium, Astragalus, Brassica,
Phaseolus, Lotus, Sophora

Genre Aminobacter (1)

Anthyllis

Il Famillle Bradyrhizobiaceae

Genre Bradyrhizobium (36)

Glycine, Vigna, Lespedeza, Beta, Entada,
Pachyrhizus, Lablab, Arachis, Cytisus, Retama,
Aeshynomene, Acacia, Inga, Lupin, Phaesolus,
Cowpea, Centrolobium, Erythrophleum,
Neonotonia, Desmodium, Lupinus

Genre Blastobacter (1) Aeschynomene
Genre Photorhizobium (1) Aeschynomene
IV Famille Hyphomicrobiaceae

Genre Devosia (1) Neptunia
Genre Azorhizobium (3) Sesbania

V Famille Methylobacteriaceae

Genre Methylobacterium (3)

Crotalaria, Trifolium phyllosphere

Genre Microvirga (4)

Lupinus, Listia, Cowpea
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VI Famille Brucellaceae
Genre Ochrobacterium (2) Lupinus, Cytisi
11 Ordre Burkholderiales
Famille Burkholderiales
Genre Burkholderia (17) Dalbergia, Machaerium, Mimosa, Lebeckia,
Aspalathus, Papilionoid legumes

Genre Cupriavidus (ancien Ralstonia) (2) | Mimosa, Phaselous, Leucaena

5-3 Les caractéristiques des Rhizobia
5-3-1 Les caractére morphologiques

Les Rhizobia sont bactéries en forme batonnet Gram-négatives aérobies et non
sporulantes qui peuvent infecter les racines et parfois les tiges des Légumineuses pour

former des nodules (Dommergues et al., 1999). On distingue deux formes :
5-3-1-1 Forme végétative

Les bactéries apparaissent sous forme de batonnets réguliers de 0,6 a 0,9 um de
largeur sur 1,2 a 3um de longueur et sont mobiles par un flagelle polaire ou un flagelle
subpolaire pour les Rhizobia a croissance lente ou par deux a six flagelles péritriches pour

les Rhizobia a croissance rapide (Somasegaran et Hoben, 1994).
5-3-1-2 La forme bactéroide

A Tintérieur des cellules du cortex racinaire, les Rhizobia se différencient en
bactéroides de forme branchée, sphérique ou en massue (Perry et al., 2004).1l existe des
bactéroides réguliers et des bactéroides irréguliers. Chez les groupes Rhizobium trifolii,
Rhizobium meliloti et Rhizobium leguminosarum, les individus sont irréguliers et ont une
taille a peu pres dix fois plus grande que celle de la forme végétative (Somasegaran et
Hoben, 1994).

5-3-2Caracteres biochimiques

Les rhizobiums sont des bactéries hétérotrophes, utilisent des carbohydrates
simples tels que le glucose, le saccharose, le mannitol et des composés aminés. Certaines
especes exigent des vitamines .Généralement les Rhizobia a croissance rapide peuvent
croitre dans une large gamme de carbohydrates, mais ont une croissance meilleure en
présence de glucose, de mannitol ou de saccharose. La majorité des souches a croissance

lente préfere le pentose (Somasegaran et Hoben, 1994)
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5-3-3 Caractéres physiologiques

Les Rhizobia sont des aérobies ou microaérophiles et peuvent croitre & une faible
tension en oxygéne (pression de 0,01 atm). Le pH optimum de croissance se situe entre 6 et
7 plus exactement 6,8 mais certaines souches tolerent un milieu acide (pH = 4) comme

R.japonicum. La température idéale se situe entre 25-30°C (Somasegaran et Hoben, 1994).
5-3-4 Caractéres culturaux

Les rhizobiums a croissance rapide développent une turbidité dans les milieux
liquides en 2-3 jours. Le Bradyrhizobium a croissance lente produit de la turbidité dans les
milieux liquides. Le Yeast Mannitol Agar (YMA) est I'un des milieux solides les plus

couramment utilisés pour la culture des rhizobiums (Somasegaran et Hoben, 1994).

Dans ce milieu les colonies sont rondes, blanches, opaques ou blanc laiteux,
humides, translucides, lisses et brillantes ou rugueuses et des colonies jaune péale, en

particulier dans les cultures plus anciennes (Somasegaran et Hoben, 1994 ; Vincent, 1970).
5-3-5 Caracteres génétiques

La génétique des rhizobiums n'est pas facile, car un grand nombre de genes sont
impliqués dans la symbiose, et de nombreuses propriétés sont transférées d'une souche a
I'autre (Pelmont, 1995).

Les génomes rhizobiens sont particulierement intéressants, selon les especes, il peut
y avoir trois types de réplicons pour les chromosomes supérieurs a 4 Mb, les grands
plasmides (1-2 Mb) et les plasmides inférieurs a 1 Mb (Laranjo et al., 2002).

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

hypothétiques (Reeve et al., 2010).

6- Interaction Rhizobium légumineuses

Les rhizobia sont des bactéries du sol qui peuvent entrer en symbiose avec des
plantes légumineuses et produire des nodules racinaires fixant l'azote. Cette symbiose

repose sur la reconnaissance spécifique de molécules de signalisation produites a la fois
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par la bactérie et par la plante (Spaink et al., 2000). Du fait de leur activité nitrogénase,
fixent I'azote atmosphérique et le transfert aux plantes sous forme combinée assimilable.

En retour les plantes fournissent des nutriments qui assurent la croissance des bactéries.
(Giraud et al., 2007).

7- Nodulations

La nodulation est considérée comme la premiére caractérisation de l'association

symbiotique qui est strictement contrélée par des mécanismes d'autorégulation interne de
la plante hdte (Nouar et Riabi, 2014)( Fig. 6).

Figure 6. Le nodule.

Le développement de la relation symbiotique entre les rhizobia et les Iégumineuses
est un processus fortement interactif qui inclue la communication moléculaire entre les
organismes, une phase d'infection ou les rhizobia entrent dans les nodules et une phase

symbiotique finale ou les rhizobia qui occupent les nodules fixent I’N, (Torche, 2006)(Fig.
7).
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Figure 7. Interaction entre le Rhizobium et sa plante hote (Laranjo et al., 2014).

La mise en place de la symbiose fixatrice d’azote entre les rhizobia et leurs plantes-
hotes requiert un certain nombre de mécanismes, au cours desquels les bactéries doivent
mener en paralléle deux processus : I’infection des racines de la plante hote et I’induction

d’une organogenese, qui conduit a la différentiation d’un nouvel organe, le nodule.

(Chaich, 2018).
7-1 Préinfection

L'établissement de la symbiose entre Iégumineuses et Rhizobia nécessite une
reconnaissance mutuelle des deux partenaires (Skorupska et al., 2017) .L'étape préliminaire
de l'interaction entre les rhizobiums et leurs plantes hdtes commence par un échange de
signaux moléculaires entre les deux symbiotes. Les microsymbiontes présents dans les sols
se multiplient dans la rhizosphére au niveau de la racine en catabolisant les métabolites
exsudes par les racines les produits flavonoides ou isoflavonoides et d'autres molécules qui

peuvent jouer le r6le de chimioattractants (Cooper, 2007).

La plante sécréte dans le sol des flavonoides qui sont percus par le Rhizobium via
une proteine régulatrice (NodD). Celle-ci déclenche 1’expression des génes nod (nod pour
nodulation) aboutissant a la synthése d’une molécule signal : le facteur Nod (FN). Les
genes nodA, nodB et nodC sont requis pour la synthese du squelette de base du FN,
consistant en un dérivé lipochito-oligosaccharidique. Selon la bactérie, des décorations

variées sont greffées sur ce squelette (sulfate, acétate, méthyle...). La perception du FN par
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la plante va déclencher un enchainement d’événements aboutissant a la formation du
nodule (Giraud, 2007).

7-1-1 Les flavonoides

Les flavonoides sont de faible poids moléculaire produits par les plantes. Plus de
10 000 variants structuraux de flavonoides ont été decrits. Les flavonoides sécrétes sous
forme d'aglycones et de glycosides constituent une grande partie des exsudats racinaires.
(Harborne et Williams, 2000).

Les flavonoides sont des métabolites secondaires des plantes qui sont synthétises
par la voie centrale des phénylpropanoides et la voie acétate-malonate la voie acétate-
malonate. Lorsqu'ils sont libérés par les téguments ou les racines ils agissent comme des
inducteurs des genes structurels nod des rhizobia qui sont nécessaires a la synthese du
facteur Nod (Cooper, 2007)(Fig. 8).
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Figure 8. Représentation schématique des fonctions des flavonoides biologiquement actifs médiant
diverses communications biologiques dans la rhizosphére. Les cercles roses représentent les
nodules (Sugiyama et Yazaki, 2014).

7-1-2 Facteur nod

Les FN ont un squelette oligosaccharidique d’unités N-acétyl-D-glucosamine avec

un groupe acyl gras attaché au sucre non réducteur. Un déterminant majeur de la spécificité

21



Chapitre | : Revue bibliographique

hote-symbiose est attribué aux différents substituants FN lies au squelette de

I’oligosaccharide (Streng et al., 2011).

Les facteurs Nod sont les produits résultant de I'action concertée d'une série
d'enzymes codées par des plantes essentiellement flavonoides. Les facteurs Nod sont des
signaux essentiels dans le développement symbiotique; Sans eux, les rhizobia ne peuvent
pas pénétrer dans les racines des légumineuses (Cooper, 2007). Ces facteurs a des
concentrations minimales peuvent declencher des réponses symbiotiques chez la plante
telles que la déformation des poils radiculaires, la division corticale des cellules et la

formation de nodule primordial (Masson-Boivin et al., 2006)(Fig. 9).
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Figure 9. Schéma montrant la diversité des facteurs Nods (FNs) (Downie, 2010).
7-2 Infection

L’infection débute par 1'adhésion bactérienne a 1’extrémité des racines dans les
couches de cellules épidermiques (Gage, 2004). Les Rhizobia ont deux voies principales

pour pénétrer dans la racine de la plante : la voie intracellulaire et la voie intercellulaire.
7-2-1 Infection intercellulaire

Au cours de l'infection intercellulaire, les rhizobia peuvent pénétrer a travers les
interstices de I'épiderme qui peuvent se former la ou les racines latérales ou adventives

émergent de la racine principale ou de la tige, ou des racines adventives emergent de la
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racine principale ou de la tige, respectivement. Cette voie d'infection est toujours

empruntée par les rhizobia qui forment des nodules de tige (Pawlowski et Bisseling, 1996).
7-2-2 Infection intracellulaire

Le mode d'infection le plus étudié et le plus courant est I'infection intracellulaire ou
I'entrée des bactéries dans la plante a lieu a travers des poils absorbants. Dans ce cas,
I’interaction se manifeste trés rapidement en conditions limitantes en azote : de quelques
minutes & quelques heures apres la mise en contact des deux partenaires des déformations
ont lieu au niveau des poils absorbants (svistoonoff, 2003). La pénétration de la bactérie est
facilitée par la courbure du poil racinaire (Root Hair Curling : RHC) en forme de « crosse
de berger » qui crée une zone confinée dans laquelle la bactérie est entourée par la paroi
végétale. Un cordon d’infection est initi¢ a partir de ce point par hydrolyse de la paroi
(Mateos et al., 2001). Invagination de la membrane végétale et production de matériel
pariétal par la plante, Le cordon d’infection est une structure tubulaire qui croit a I’intérieur

de la cellule et dans laquelle la bactérie prolifére (Gage, 2004)(Fig. 9).
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Figure 10. Les différents stades de la formation des nodosités de type déterminé (les stades de 1 a

4) et indéterminé (les stades de i a iv) (Schumpp et Deakin, 2010).

A travers la figure, on peut voire: (a) les rhizobia peuvent étre présents en tant que saprophytes. (b)
Rapprochement du rhizobium et déformation du poil racinaire pour permettre aux bactéries de
pénétrer dans la plante puis provoquer la différentiation des cellules corticales dans les primordia
de méristéme. Ensuite, les membranes plasmiques des poils racinaires s’invaginent, formant le
cordon d’infection (stade 1 et i). Quand le cordon d’infection arrive au centre de la future nodosité,
il se ramifie et les rhizobia sont libérés et se développent dans une membrane cellulaire au sein de
la cellule végétale (symbiosome) et se dispersent dans le cytosol de cellules végétales (le stade de
I’infection, 2 et ii). Les rhizobia, ensuite, s’agrandissent et se différencient en bactéroides qui fixent
’azote. Formation de grandes cellules polyploides hébergeant des milliers de symbiosomes (stade
3 et iii). Aprés une période de fixation active, les nodosités vieillissent (stade 4 et iv). (c) Une
fraction des rhizobia dédifférenciés a I’intérieur de la nodosité est capable de se diviser et revenir a

un mode de vie saprophyte lorsqu’ils sont libérés dans la rhizosphére.
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Objectif

L’objectif de ce travail est d’isoler des Rhizobia a partir des nodules racinaires
d’une plante de 1égumineuse cultivé (Vicia faba L.) et d’une autre légumineuse sauvage
(Hedysarum coronarium L.), puis faire une caractérisation phénotypique des isolats avec

une éventuelle comparaison entre les deux contenus.

1. Isolement des bactéries a partir des nodules

1-1 Description de la zone d’étude

Le premier échantillonnage pour le genre végétale Hedysarum. Les nodules ont été
obtenus a partir des racines de la plante (Hedysarum coronarium L.) se développant dans
la région de Taferent (latitude 6°24'38" N et longitude 6°38'47" E). Wilaya de Constantine.
Le deuxiéme échantillonnage pour le genre végétale (Vicia faba L.) obtenu a partir d’un

champ de feve cultivée dans la méme région (Fig.11).

4 a=Constantine

!

Figure 11. localisation géographique de la zone de prélévement.

1-2 Collecte des nodules

L’échantillonnage des nodules doit étre réalisé durant une période bien précise, ou
la plante est en pleine activité, la récolte est effectuée au printemps durant le mois de Mars

et Avril quand la terre est plus ou moins seche. A cette période de 1’année les nodules sont
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bien développés et sont visibles au niveau des racines. lls sont d’une couleur rougeatre, et
peuvent étres un indicateur de la présence de la leghémoglobine et la fixation active de

I’azote.

La collecte est réalisee selon les techniques préconisées par Vincent (1970) et
Somasegaran (Hoben., 1994). 1l s’agit de creuser environ 15 cm autour de la plante et
20cm dans le sol pour extraire la plante et son appareil racinaire, on se débarrasse de la
terre au niveau des racines sans toutefois endommager les nodules. Les racines avec leurs
nodules sont placées dans des sacs en plastique stériles et transportées immédiatement au

laboratoire (Fig.12).

Figure 12. Les nodules racinaires.
a- Viciavabal. b- Hydesarum coronarium L.

1-3 Conservation des nodules

Les nodules séchés au papier filtre sont mis immédiatement dans le réfrigérateur a

4°C jusqu’a 48h pour un usage immédiat.

Pour une langue période de stockage allant de 6 al2 mois, la dessiccation est
vivement recommandée. La méthode utilisée est celle décrit par Vincent (1970) et
Somasegaran et Hoben (1994). La conservation et la dessiccation des nodules est réaliser
dans des flacons en contenant le chlorure de calcium CaCl, et une couche de coton sur la

guelle mettre les nodules et fermés avec un bouchon.
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Le chlorure de calcium (CaCl,) permet de lutter efficacement contre I’humidité. Sur
chaque flacon sont mentionnés le nom de la plante, la date et le lieu de collecte, et la date

de conservation

‘ Bouchon
/
@t —— Nodules

u Coton
< N

CaCl,

b
Figurel3. Conservation des nodules (Vincent, 1970).
a- ViciafabalL. b- Hedysarum coronarium L.

1-4 Isolement des bactéries a partir des nodules

La méthode utilisé est celle de (Vincent, 1970) et (Somasegaran et Hoben, 1994).
Les nodules fraichement lavés sont utilisés directement, alors que les nodules qui sont déja
conservé précédemment dans CaCl, sont places dans un tube qui contient I’eau distillé

pendant 24 heures a 4°C, puis 1heure a une température ambiante.
1-5 Sterilisation des nodules

Sous la hotte a flux laminaire les nodules intacts sont immergés dans 1’éthanol 95°
pendant 5 a 10 secondes, puis transférés immediatement dans une solution de chlorure de
mercure (HgCl,) acidifié a 0.1% (1g HgCl, + 5 ml HCI +11 d’eau distillée) pendant 3
minutes, ensuite rincés plusieurs fois a I’eau distillée stérile pour éliminer résidus du
mercure. Le but de cette stérilisation superficielle est de limiter la contamination
superficiels des milieux de culture par d’autre macro-organismes externes ou liés
intimement aux tissus superficiels de ces nodule, et ceci se manifestera par I’absence de

croissance de bactéries sur le milieu YMA.
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1-5-1 Test de sterilisation

Prendre les nodules stérile et I’ensemencer en le faisant passer sur le milieu YMA

(Annex 1), puis I’incubation a 28°C. Pendand 24 heures afin de confirmer la stérilisation.
1-5-2 Isolement des bactéries selon la méthode des nodules écrasés

L’isolement est réalisé selon la méthode préconisée par vincent (1970). Dans une
boite de pétri stérile sont déposées 2 a 3 gouttes d’eau distillé stérile. Dans chacune d’elles
est déposé un nodule stérile. L’opération est réalisée dans des conditions d’asepsie totale
(hotte a flux laminaire, pince flambée, ...). Les nodules sont écrasés avec une pince

stérilisée par flambage.

Le broyat obtenu a partir de cette méthode est ensemencé a 1’aide d’une anse de
platine sur des boites de Pétri contenant les milieux YMA et YMA + Rouge de Congo et
sur le milieu liqguide YMB (Annexel). L’ensemencement est réalisé selon la technique des
quatre cadrans (Fig.14). Et avec flambage d’anse de platine de maniere a avoir des colonies
isolées et donc faciles a caractériser. Les boites sont incubées a 28°C. Pendant 48 a 72

heures.

@.

TG
o

Figure 14. Ensemencement par la méthode des quatre cadrans (Vincent, 1970).
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2. Caracteres morphologiques et culturaux

2-1 Les milieux de culture utilisés

Plusieurs milieux sont utilisés pour cette premiere étape de la partie expérimentale,
dont la composition est exprimée en gramme par litre d’eau distillée. Les milieux de
culture doivent contenir les sources d’énergie nécessaire a la croissance des bactéries, pour

cela nous avons prépare les milieux spécifiques suivants:
- Milieu liquide: YMB (Yeast Mannitol Broth).
- Milieu solide: YMA (Yeast Mannitol Agar).
-YMA+RC (Yeast Mannitol Agar + Rouge Congo).
2-2 Purification des isolats

Apreés identification des isolats selon les caractéeres morphologiques par culture sur
les différents milieux (Vincent, 1970; Somasegaran et Hoben, 1994), des repiquages

réguliers jusqu’a I’obtention des isolats homogenes sont nécessaires pour leur purification.

La méthode consiste a ensemencer des tubes contenant le YMB puis les tubes sont

vortexes et incubée a 28°C, pendant 72 heures.

Le bouillant étant trouble, 1’ensemencement se fait sur le milieu YMA+RC et
YMA. Des examens microscopiques (coloration de Gram) et morphologique sont enfin
réalisés.
2-3 Examens microscopiques

2-3-1Coloration de Gram

C’est une coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi

bactérienne, et d’utiliser ces propriétés pour les distinguer et les classifier. Son avantage est

de les classer les bactéries en deux grands groupes: bactéries dites Gram’ et bactéries dites

Gram'.
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Cette coloration ce fait a partir de milieu culture YMA de chaque souche, la

préparation d’un frottis est étalée une couche mince sur une lame, séchée et fixée

(Annexe2).
2-4 Absorption du Rouge de Congo

Dans cette test permet a cultiver les isola dans le milieu YMA contenant 0,0025 de
Rouge de Congo et incubée a 28°C pendant 48 a 72 heures. Selon (Somasegaran et Hoben,

1994) les colonie typique aux rhizobia absorbant faiblement le Rouge de Congo.

3. Caractérisation phénotypique des isolats

3-1 Les tests biochimiques
3-1-1 Réduction des nitrates

Les bactéries sont mise en culture sur milieu liquide TY Tryptone-Yeast contenant
0,1% de KNOj3 (p/v) pendant 8jours a 28°C. Aprés incubation on ajoute dans chaque tube

le réactif nitrate réductase 1 et le réactif nitrate réductase 2.

L’apparition d’une coloration rouge indique que les nitrates sont réduits en nitrites
un résultat négatif nécessite 1’addition de la poudre de zinc pour Vérifier la présence des
ions nitrate dans le milieu donc le résultat est négatif Si on n’observe pas une coloration
rouge 1’absence des ions nitrate dans le milieu indique un résultat positif .

3-1-2 Hydrolyse de I’urée

Les isolat sont cultivé sur milieu YMA contenant 2% (p/v) d’urée et 0,012 % de
rouge de phénol comme indicateur de pH. Le milieu est stérilisé a 120°C pendant 20 min
puis refroidi On rajoute la solution d’urée stérilisé par filtration. Incubée les boites a 28°C

pendant 8jours.Les résultats sont évalués par changement de la coloration du milieu.

Une coloration rouge indique 1’hydrolyse de I'urée et donc 1’alcalinisation du

milieu, une coloration jaunatre indique une réaction négative
3-1-3 Activité cellulolytique

Les isolats sont ensemencés sur le milieu YMA contenant 0.25% de (CMC)
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Carboxy-Methyle-Cellulose et incubée a 28°C pendant 8 jours, rincé les boites
délicatement a 1’eau courante puis remplies d’une solution de rouge Congo (Img/ml) puis

Incubée pendant 30 mn 28°C.

Remplacée la solution de rouge de Congo par une solution de NaCl 1 M a une

température ambiant pendant 30 min.

Un halo jaune-orangé entoure les colonies qui montrent une activité d’une

endoglocanase indique la présence d’une cellulase.
3-2 Les tests physiologiques
3-2-1Effet de pH

Les bactéries sont culture sur le milieu de culture YMB ajusté a différents pH

4,5,6.8,7,8 et 9, apres incubée a 28°C pendant 8joure.
Estimée la croissance bactérienne par la mesure de la DO a 630 nm.
3-2-2 Tolérance au NaCl

Les isolats sont cultivés sur le milieu YMB a différent concentration de NaCl
0.25% (43mM), 0.5% (85.5mM), 1% (171mM), 1.5% (256.5mM) et 2% (342mM). incubé
a 28°C pendant 8 jours.

En a mesuré la densité optique a 630 nm.
3-2-3 Effet de la température

Les isolats sont cultivés sur le milieu YMB et incubés a deferrent température 4, 28

et 37°C pendant 8jours.

Mesuré la densités optique de chaque culture a été fait a une longueur d’onde de

630 nm.
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Chapitre III : Résultats et discussion

La caractérisation phénotypique traditionnelle est toujours admise comme étape
primordiale pour [I’identification et la séparation des bactéries nouvellement isolées
(Vandamme et al., 1996). Elle constitue chez les rhizobiums la base de la description formelle.
Par ailleurs, elle a été beaucoup exploitée chez les bactéries endophytes associatives pour la
séparation des especes (Baldani et Baldani, 2005). La caractérisation phénotypique des
Rhizobia se base principalement sur des criteres morphologiques, symbiotiques, biochimiques,

et physiologiques (Graham et al., 1991).

Dans ce chapitre, nous résumerons les principaux résultats obtenus qui caractérisent
les rhizobia isolées a partir des nodules racinaires de Hedysarum coronarium L. et de Vicia

faba L.
Notre modele de protocole a été choisi selon les méthodes préconisées par Vincent
(1970) et Somasegaran et Hoben (1994).

1. Test de stérilisation

Ce test permet de vérifier I’efficacité de la technique utilisée pour la stérilisation des
nodules, et ceci se manifestera par I’absence de croissance des bactéries sur le milieu YMA

(Fig.15)(Fig.16).

Figure 15. Test de stérilisation des nodules de I’espece Vicia faba L.
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Figure 16. Test de stérilisation des nodules de I’espéce Hedysarum coronarium L.

2. Caractéres morphologiques et culturaux

2-1 Croissance sur YMA

Selon (Vincent, 1970). La croissance dans le milieu YMA parmi les critéres

phénotypiques les plus importants dans la caractérisation des Rhizobia.

Les mémes résultats ont été obtenus avec des isolats de Hedysarum coronarium L. et
Vicia faba L. Aprés trois jours (72 heures d'incubation a 28°C), une croissance trés importante
est détectable sur milieu YMA, les colonies formées sont de couleur blanchétre ou creme et
translucide, d’un diamétre variable ( 2 @ 4 mm), d’une forme circulaire, convexe d’un contour

régulier et d’une surface lisse , brillante avec une texture homogeéne.

Cette description est en accord avec celles déja faites pour les rhizobia dans la littérature

(Vincent, 1970 ; Jordan, 1982) (Fig.17).
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Figure 17. Aspect macroscopiqgue sur milieu YMA.

a- Hedysarum coronarium L. ; b- Vicia faba L.

2-2 Croissance sur YMA+ RC

Selon (Torche, 2006), les rhizobia produisent des colonies blanches ou absorbent
faiblement le Rouge Congo. Malgré que ce dernier soit souvent rajouté au milieu de culture
pour isoler les rhizobia ou pour tester la purification des cultures rhizobiales, il ne peut pas
étre un agent sélectif pour distinguer les rhizobia des autres bactéries.

Le Rouge Congo est un indicateur qui peut étre tres utile pour différencier les Rhizobia
des contaminants, en particulier des bactéries Gram-positives, car les bactéries nodulaires n'ont
pas tendance a absorber le colorant (Howieson et al., 2016).

La mise en culture du broyat nodulaire sur milieu YMA + rouge Congo a donné des

colonies qui ont absorbé faiblement le Rouge Congo (Fig.18).

Figure 18. Aspect macroscopique sur milieu YMA

a-Hedysarum coronarium L. ; b- Vicia faba L.
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3. Coloration de Gram

D’aprés Gage, 2004, les rhizobiums sont des bactéries du sol Gram négatif possédant
une forme batonnet de 0,6 a 0,9 um de largeur et de 1,2 a 3 um de longueur avec un flagelle

polaire ou subpolaire ou 2 a 6 flagelles péritriches.

Pour vérifier que nos cultures bactériennes sont pures et que des motifs de
regroupement peuvent méme étre observés, une coloration de Gram a été réalisée pour
visualiser les bactéries au microscope optique. L’observation microscopique permet

d’observer des batonnets de taille différente et des cocobacilles roses a Gram négatif

compatibles avec 1’aspect microscopique des rhizobia (Fig.19).

Figure 19. Observation microscopique de la coloration de Gram (X100).
a- Hedysarum coronarium L. ; b- Vicia faba L.

4. Caractérisation phénotypique des isolats

4-1 Tests biochimiques

L'objectif était de rechercher la présence de certaines enzymes jouant un réle dans le
processus d'infection bactérienne (nodulation) des racines, notamment la cellulase, la nitrate

réductase et l'uréase.
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4-2 Réduction de nitrate

Ce test est utilisé pour la réduction des nitrates dans les milieux nitrés afin de

déterminer si les bactéries contiennent du nitrate et/ou de la nitrite réductase.

Dans le sol, l'azote existe principalement sous forme d'ions ammonium (NH4+) et
d'oxydes d'azote, d'ions nitrate (NO3-) ou d'ions nitrite (NO2-). La réduction du nitrate par la
nitrate réductase conduit a la production de nitrite, qui produit une réaction rouge en présence
des deux réactifs. Aprés 1’addition de 2 a 4 gouttes des réactifs I et II de la nitrate réductase,
tous nos isolats réduisent les nitrates en donnant une couleur rouge. La coloration rouge ou

rose traduit la présence de ’enzyme qui décompose les nitrates en nitrites.

La coloration rouge ou rose traduit la décomposition de nitrate en nitrite selon la

réaction suivante:

NO 3+ 2H* +2e > NO , + H,0

La nitrate-réductase réduit les nitrates jusqu’au stade diazote (gazeux) selon :

NO 3+6H" +5e >N2+3H20

Lucinski et al. (2002) montrent que la présence du nitrate inhibe ’activité de la
nitrogénase dans les nodules des plantes légumineuses et que I’activité de la nitrate réductase
a €té observée dans plusieurs associations symbiotiques entre les Iégumineuses et les rhizobia

dont 97% de cette enzyme est localisée dans les bactéroides.

Les résultats obtenus pour cette étude se sont révélés en concordance avec ceux

obtenus par Struffi et al,(1998) et Mc Neil, (1982) ( Fig.20).
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Figure 20. Réduction des nitrates.
a- Hedysarum coronarium L. ; b- Vicia faba L.

4-3 Hydrolyse de I’urée

Ce test permet de mettre en évidence la capacité des bactéries d’hydrolyser 1’urée

grace a I’uréase.

La mise en évidence de la capacité des Rhizobia a hydrolyser 1’urée a été initialement
décrite par Jarvis et al (1977), en utilisant le Rouge de Phénol comme indicateur de pH.
Lorsque les souches augmentent le pH suite a une réaction hydrolytique de 1’urée se traduit

par changement de la couleur vers le rouge foncé ou le rouge indigo.

Aprés 8 jours d’incubation, une résulta positive. Toutes les isolats ont une activité
uréasique positive et alcalinisent le milieu de culture en observant un virage de la couleur de
I’orange vers le rose fuchsia (Fig.21). Ce qui indique la dégradation de 1’urée et la libération

des ions d’ammonium (Guiraud, 1998). Comme s’est montré dans 1’équation suivante :

(6{0) (NHz)z > H,O + CO, + 2NH;3
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Figure 21. tests de 1’urée.
a-Hedysarum coronarium L.; b- Vicia faba L.

4-4 Activité cellulolytique

Ce test permet de mettre en évidence la capacité des bactéries d’hydrolyser la cellulose.
L’apparition d’un halo jaune orangé autour des colonies des isolats révele la présence d’une

endoglocanas (cellulase). Apres 8 jours d’incubation les isolats donnent une réaction positive.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Mateos et al (1992) et Robledo et
al (2008) qui considére que le Rhizobium produit I’enzyme cellulase qui dégrade les ponts
glucidiques de la paroi cellulaire des cellules végétales, et facilite aux Rhizobium de pénétrer

a travers les microfibres de la membrane cellulaire ( Fig.22).

Figure 22. Activité cellulolytique Hedysarum coronarium L. et Vicia faba L.
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5. Testes physiologiques

5-1 Teste de tolérance a I’NaCl

La croissance des isolats obtenus a partir de Hedysarum coronarium L. et de Vicia
faba L. a des concentrations de NaCl allant de 0.25% a 2 % révele une bonne tolérance de
plus de 0.25% chez les isolats d’ Hedysarum coronarium L. et de 2% chez les isolats de Vicia

faba L. ( tableau 2).

La salinité inhibe la fixation symbiotique de I’azote en augmentant la résistance a la
diffusion de I’oxygeéne dans les nodosité ayant pour conséquence une inhibition de I’activité

de la nitrogénase (Saadallah et al., 2001).

Miller et Wood (1996) ont rapportés que le Rhizobium est une bactérie sensible a la
salinité¢ surtout durant le processus de la symbiose, mais il peut tolérer des concentrations
¢levées ; il est doté d’un mécanisme d’adaptation qui le rend capable de surmonter I’effet du
stress salin. Plusieurs espéces de bactéries sont capables de s’adapter aux conditions de forte
salinité¢ par I’accumulation intracellulaires des solutés organiques de faible poids moléculaire
appelés osmoprotecteurs (Csonka et Hanson 1991). Certains auteurs ont rapporté que les
rhizobia sont plus tolérants au stress salin que leur plantes hotes ( Zahran 1999, Swaraj et

Bishnoi, 1999).

Tableau 2. Croissance sur NaCl

2% 1.5% 1% 0.5% 0.25%

HC (1) 0.118 0.115 0.113 0.101 0.140

HC (2) 0.114 0.110 0.104 0.100 0.133

VF (1) 0.184 0.105 0.124 0.100 0.130

VF (2) 0.188 0.117 0.122 0.110 0.134

HC- Hedysarum coronarium L. ; VF- Vicia faba L.
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5-2 Effet de la température

La plupart des isolats sont capables de croitre & une température de 4°C jusqu’a 37°C

pour les isolats d’Hedysarum coronarium L. et de vicia faba L. , et montrent une croissance

optimale a 28°C. ( Tableau 3).

Tableau 3. Test de croissance sur différentes températures

04°C 28°C 37°C
HC (1) 0.150 0.280 0.250
HC (2) 0.160 0.270 0.260
VF (1) 0.120 0.165 0.109
VF (2) 0.129 0.150 0.106
HC- Hedysarum coronarium L. ;  VF- Vicia faba L.

5-3 Effet de PH

Les résultats de la tolérance aux pH acides et alcalins des isolats d’Hedysarum

coronarium L. et de Vicia faba L., présentent un optimum a un pH de 6,8 ( Tableau. 4).

Ces résultats sont en concordance avec ceux enregistrés par Maatallah et al .(2002)
qui ont détecté la croissance de leur isolats a des valeurs de pH comprises entre pH 4.0 et un
pH supérieur a 7.5. Ainsi que Raza et al .(2001) ont trouvé que les isolats étudiés sont

tolérants aux variations du pH (de 4.0 a 10).
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Tableau 4. Test de tolérance au variations du pH

4 5 6.8 9
HC (1) 0.163 0.220 0.635 0.407
HC (2) 0.129 0.278 0.561 0.479
VF (1) 0.151 0.229 0.253 0.211
VF (2) 0.131 0.216 0.260 0.224

HC- Hedysarum coronarium L.

VF- Vicia faba L.

41




Conclusion



Conclusion

Conclusion

Le développement de nouveaux systémes de production agricole qui valorisent
l'utilisation de ressources naturelles écologiquement saines et permettent de réduire
l'utilisation d'engrais chimiques, notamment ceux riches en azote, permet de focaliser

l'attention sur le potentiel biologique de fixation fonctionnelle de 1'azote.

Les relations symbiotiques fixatrices d'azote sont treés diverses et responsable de
pres de la moitié de la fixation biologique d’azote moléculaire du globe. La plus connue et
la plus étudiée est celle qui est établie entre les bactéries du sol de type rhizobium et les

légumineuses.

Dans ce travail, nous avons isolé et caractérisé les bactéries nodulant la plante
légumineuse spontanée Hedysarum coronarium L. et de la 1égumineuse cultivée Vicia faba
L., en suivant la méthode classique appliquée par Vincent (1970) et Somasegaran et Hoben
(1994). 11 s'agit d'identifier des bactéries endophytes contenues dans les nodosités de ces
légumineuses. Cette étude est basée sur la mise en évidence de caractéres phénotypiques et

morphologiques des isolats.

A travers les résultats obtenus, notamment les caractéres phénotypiques, ont montré
que les bactéries isolées de Vicia faba L. et de Hedysarum coronarium L. ont presque les

mémes caractéristiques et qui sont proche des bacteéries de la famille Rhizobiaceae.

Tous les isolats ont une faible absorption de rouge de Congo et ont une croissance

trés importante est détectable sur milieu YMA aprés 3 jours de culture.

En effet, les aspects microscopiques et morphologiques des colonies des isolats
étudiées sont en accord avec la description faite par les auteurs (Vincent, 1970.,
Somasegaran et Hoben, 1994., Jordan, 1984). Notre étude microscopique montre des

bacilles de différentes tailles ainsi que des coccobacilles a Gram négatif.

L’examen biochimique, basé sur la recherche des enzymes spécifiques tel que la
nitrate réductase, 1’uréase et la cellulase, démontre que la majorité des isolats possedent les

trois enzymes specifiques.
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Dans I’évaluation de la tolérance de nos isolats aux facteurs abiotiques
principalement NaCl, pH et températures. Nos isolats sont également capables de pousser
sur des pH trés variables allant de 4 a 9, avec un optimum de croissance a pH 6.8. La
présence d’une tolérance au stress salin allant de 0,25% jusqu’a 2% de NaCl est aussi
observée. Concernant la température, la tolérance varie de 4°C a 37°C, avec une

température de croissance optimale de 28°C.

A travers les différents résultats obtenus dans cette étude et qui sont basés sur des
criteres morpho-culturaux, physiologiques et biochimiques. Nous pouvons inclure nos

isolats parmi les bactéries possédant les caractéres des rhizobia nodulant les légumineuses.

En perspectives, il serait intéressant de compléter la caractérisation par une étude
génétique, en I’occurrence la détermination du GC%, I’hybridation ADN/ADN,
séquencage des genes, ainsi que le recourt a des techniques plus avancées telles que la

métagénomique pour mettre en évidence les rhizobiums non cultivables.
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Annexe | Milieux de culture et solutions utilisés

1. Milieux de culture bactérienne

Milieu liquide YMB (Yeast Mannitol Broth)

Mannitol 1009
K,HPO, 0.50 g
MgSQO,4 7H,0 0.20g
NaCl 0.10¢g
Extrait de levure 0.50¢g
H,O distillée 1.0 litre

Le pH est ajusté a 6.8, Le milieu est stérilisé par autoclavage pendant 20 minutes a 120°C

Milieu gélosé YMA (Yeast Mannitol Agar)

YMB 1.0 litre

Agar 189

Le pH est ajusté a 6.8, Le milieu est stérilisé par autoclavage pendant 20 minutes a 120°C

Milieu YMA au rouge Congo (YMA+RC)

YMA 990ml
Solution stock de Rouge Congo* 10 ml

* (0.25g de Rouge Congo dissous dans 100 ml d’eau distillée)

Le pH est ajusté a 6.8, Le milieu est stérilisé par autoclavage pendant 20 minutes a 120°C
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Milieu de culture TYA

Tryptone 5.00¢9
Extrait de levure 3.00¢g
CaCl;H,0 0879

Agar 159

Le pH est ajusté & 6.8, Le milieu est stérilisé par autoclavage pendant 20 minutes a 120°C

2. Les solutions utilisées

Solution de chlorure de mercure acidifié

La composition chimique de cette solution en g/1 d’eau distillée est :

HgCl, 1.00 g
HCI 1IN 5 ml
Annexe |1 Coloration de Gram

- Réaliser un frottis ou un étalement.

- Fixer la préparation a la flamme sans dépasser 50 — 60 °C (brievement supportable a la

main), ce qui les séche puis laisser refroidir la lame.

- Immerger (ou inonder) les lames dans la solution de Violet de Gentiane pendant 1 min.
- Immerger (ou inonder) les lames dans du Lugol pendant 1 min.

- Rincer a I’eau.

- Décolorer jusqu'a disparition de la couleur violette dans I'alcool-acétone en faisant couler
goutte a goutte sur la lame inclinée jusqu’a ce que 1’alcool-acétone s’écoule non teinté ou

en immergeant les lames pendant une dizaine de secondes dans le décolorant.
- Rincer abondamment a l'eau.
- Recouvrir la lame d’eau et verser quelques gouttes de fuchsine a chaque extrémité du

frottis. Ne jamais verser la fuchsine directement sur le frottis (risques de dépobts, de
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coloration trop intense). On peut préparer, juste avant I’emploi, une dilution de fuchsine au

1/10 et verser le colorant ainsi dilué sur la lame et laisser agir une minute.

- Rincer a l'eau et sécher a l'air ou en chauffant vers 50 °C. Les lames doivent étre
parfaitement seches.

- Observer au microscope optique a l'objectif x 1000 (WILL), en immersion avec de I'huile
a immersion.
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