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Résumé

Cette recherche a été menée sur quatre souches bactériennes prélevées a partir des nodules
racinaires de deux plantes Iégumineuses sauvages, Lotus et Hippocrepis, répandues dans la
région d'El Merij-Constantine. L'objectif éetait d'identifier les différentes souches qui nodulaient
les deux légumineuses sauvages, ainsi que d'étudier leurs caractéristiques et leur diversiteé.
L'analyse des souches s'est concentrée d'abord sur une analyse morphologique, permettant
d'obtenir des colonies homogénes de forme circulaire, avec un contour régulier et une surface
legerement bombeée. Ces bactéries se présentaient sous forme de bacilles a Gram négatif. Ensuite,
une caractérisation phénotypique a été réalisée, incluant des tests nutritionnels, biochimiques et
physiologiques. Bien que cette description demeure partielle, elle fournit des informations

précieuses sur la position taxonomique hypothétique des isolats examinés dans cette étude.

Mots clés : Lotus, Hippocrepis, EI Merij-Constantine, caractérisation, Gram, isolats.



Summary

This research was conducted on four bacterial strains isolated from root nodules of two wild
leguminous plants, Lotus and Hippocrepis, widespread in the EI Merij-Constantine region. The
objective was to identify the different strains that nodulated the two wild legumes, as well as to
study their characteristics and diversity. The analysis of the strains initially focused on a
morphological analysis, yielding homogeneous colonies of circular shape, with a regular contour
and a slightly convex surface. These bacteria appeared as Gram-negative bacilli. Next, a
phenotypic characterization was performed, including nutritional, biochemical, and physiological
tests. Although this description remains partial, it provides valuable information on the
hypothetical taxonomic position of the isolates examined in this study.

Keywords: Lotus, Hippocrepis, EI Merij-Constantine, characterization, Gram, isolates.
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Introduction

Les légumineuses sauvages jouent un role crucial dans les écosystémes en favorisant la fixation
biologique de l'azote grace a leur interaction symbiotique avec diverses bactéries. Cette
association symbiotique est essentielle pour les plantes légumineuses, car elle leur permet
d'obtenir de I'azote sous une forme assimilable. De plus, les bactéries bénéficient de cette relation

en accédant aux nutriments necessaires a leur développement.

La famille des légumineuses, qui inclut notamment les genres Hippocrepis et Lotus, joue un
réle crucial en tant qu'héte dans les associations symbiotiques. Ces genres, considéres comme des
Iégumineuses sauvages, sont principalement présents dans la région du bassin méditerranéen, ou
I'on trouve la tribu des Loteae (Kramina et Sokoloff, 2004). On les rencontre également dans

d'autres régions d'Europe, d'Asie et d'Afrique.

En Algérie, les genres Lotus et Hippocrepis sont largement répartis en fonction des conditions
climatiques. Selon Quezel et Santa (1962) et Ozenda (1983, 2004), le genre Lotus comprend
principalement 26 taxons, localisés essentiellement sur la cote et les hauts plateaux du pays. Ces
taxons se trouvent dans une gamme de climats allant du semi-aride a I'humide, avec une variation

climatique plus marquée d'ouest en est.

De la méme maniere, le genre Hippocrepis, qui compte environ 40 especes, présente une
répartition géographique variée dans les régions sub-humides, humides, semi-arides et arides du
pays, comme le démontrent les études de Djouadi et al. (2021). Ces deux genres témoignent
clairement de la diversité et de la richesse des légumineuses en Algérie, qui sont adaptées a une

variété de climats et d'habitats.

Les rhizobia, qui constituent le deuxieme élément de I'association symbiotique avec les
légumineuses, sont des bactéries présentes dans le sol capable de fixer I'azote atmosphérique en
formant des nodosités sur les racines des plantes hotes. Cette relation mutuellement bénéfique
permet a la plante de fournir une niche protectrice et de I'énergie aux bactéries, qui, en retour,

produisent de I'ammoniac pour leur hote.

Traditionnellement, les nodules racinaires des légumineuses étaient exclusivement colonisés
par des Alpha-Proteobacteria. Cependant, des découvertes récentes ont élargi notre
compréhension de cette symbiose. Moulin et al. (2001) ont identifié deux souches de Beta
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Proteobacteria capables de noduler des légumineuses des genres Burkholderia et Ralstonia (Chen
et al., 2001). De plus, Benhizia et al. (2004) ont mentionné la présence de souches de Gamma-
Proteobacteria chez les légumineuses du genre Hedysarum. Ces découvertes révelent une
diversité accrue des bactéries symbiotiques capables de former des nodules sur les racines des

Iégumineuses, illustrant ainsi la complexité et I'adaptabilité de ces interactions symbiotiques.

Selon Sebbane (2007), il existe peu d'études sur la diversité des bactéries qui nodulent les
légumineuses en Algérie. Cette recherche se concentre donc sur l'isolement et la description
phénotypique des bactéries obtenues a partir des nodules racinaires des genres Hippocrepis et

Lotus. Pour atteindre I'objectif fixé pour cette étude, nous avons suivi les étapes suivantes :

o Isolement des bactéries a partir des nodules.
« Etude morphologique et microscopique.

« Caractérisation phénotypique des isolats a l'aide d'une série de tests.
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Chapitre | Etude bibliographique

I.1. Description des relations Sol-Plante-Microorganismes
I.1.1. Rhizosphere

Le terme "rhizosphere™ a éte proposé par Lorenz Hiltner en 1904 pour décrire la zone du sol
influencée par les racines des légumineuses. Depuis, sa definition s'est élargie pour englober
I'ensemble des interactions entre le sol, les plantes et les micro-organismes dans cette zone
unique (Hiltner, 1904).

La rhizosphere est un micro-habitat aux limites floues. Elle s'étend de la surface de la racine,
ou les modifications microbiennes sont les plus prononcées, jusqu'a une distance variable
(environ 1 & 5 mm) ou l'influence de la racine s'estompe. Cette zone dynamique est caractérisée
par des propriétés physico-chimiques et biologiques distinctes du reste du sol (Rovira et Davey,
1971).

1.1.2. Organismes de la rhizosphere
1.1.2.1. Plantes et la rhizosphere

Le premier processus qui intervient dans la rhizosphére est commandé par les racines des

plantes. Elles operent des changements qualitatifs du sol qui les entoure, de deux manieres :
1. Modifications physiques :

Croissance des racines : La croissance des racines modifie la structure du sol en créant des

pores et des canaux. Cela améliore la circulation de I'air et de I'eau dans le sol.

Exsudation racinaire : Les racines exsudent des substances organiques, telles que des sucres, des
acides aminés et des enzymes. Ces substances modifient les propriétés physico-chimiques du sol,

telles que le pH, le potentiel redox et la teneur en nutriments.
2. Modifications chimiques :

Il est essentiel de prendre en compte des facteurs cruciaux tels que le pH, le potentiel redox, la

température, I'aération, I'numidité et la salinité.

Conséquences des modifications du sol :
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Propriétés biologiques : Les modifications physico-chimiques du sol induites par les racines

affectent la composition et I'activité de la microflore du sol.

Propriétés microbiologiques : La rhizosphere est une zone du sol qui est particulierement riche
en microorganismes. Les microorganismes de la rhizosphere sont responsables de nombreux
processus importants, tels que la décomposition de la matiere organique, la minéralisation des

nutriments et la symbiose avec les plantes (Darrah, 1991).
1.1.2.2. Microorganismes et rhizosphere

Les microorganismes de la rhizosphere influencent la nutrition des plantes en améliorant la
disponibilité des nutriments, la croissance racinaire et le processus de prélévement des
nutriments. Leur interaction bénéfiqgue avec les racines favorise la santé des plantes en
solubilisant des minéraux, fixant I'azote et réduisant les maladies du sol. Ces interactions sont
essentielles pour une nutrition optimale et une santé du sol. Les racines des plantes nourries par
des amis microscopiques du sol ! lls débloquent les nutriments, fixent I'azote et boostent la
croissance racinaire. Un travail d'équipe pour une terre et des plantes en santé (Hoflich et al.,1994
; Patten et Glick, 1996).

Les microorganismes de la rhizosphere, qu'ils soient libres ou associés aux racines, jouent un
réle crucial dans la nutrition des plantes en modifiant la disponibilité des éléments minéraux.
Certains microorganismes, tels que les bactéries fixatrices d'azote et les champignons
mycorhiziens, favorisent la croissance des plantes en solubilisant des nutriments et en libérant des
substances de croissance (Claude et Christelle, 2018). Ces interactions sont essentielles pour la

santé des plantes et la biodisponibilité des nutriments dans le sol (Marie, 2018).

Les microorganismes, tels que les bactéries et les champignons, peuvent produire des
substances acides ou complexates qui entrainent la dissolution des minéraux, avec des actions

chimio-lithotrophes ou chimio-organotrophes.

Ils contribuent & la mobilité des éléments métalliques en traces en modifiant la disponibilité

des nutriments et en altérant les minéraux.

Ces microorganismes peuvent également modifier la mobilité des métaux lourds en contrélant

la capacité de certains metaux a se lier aux sels organiques (Deneux-Mustin et al.,2001).
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1.2. La Symbiose
1.2.1. Généralités

La symbiose rhizobium-légumineuse : Un enrichissement naturel du sol en azote. Les
légumineuses hébergent des bactéries rhizobium dans des nodules racinaires. Cette association
(découverte en 1889) est bénéfique pour les deux partenaires : La légumineuse profite de lI'azote
atmosphérique fixé par les bactéries, élément crucial pour sa croissance et habituellement apporté
par des engrais chimiques polluants (Frank, 1889). La bactérie rhizobium recoit des sucres de la

Iégumineuse pour son développement.

L'azote fixé par la symbiose est ensuite restitué au sol via la décomposition des parties de la

plante et des déjections animales ayant brouté les légumineuses.

Ce processus permet donc de : Reéduire l'utilisation d'engrais azotés et leur impact
environnemental. Enrichir naturellement le sol en azote pour les cultures futures (Ndiaye, 1996).

1.2.2. Spécificité de la symbiose rhizobia-légumineuse

La relation symbiotique entre les rhizobiums et les légumineuses est hautement spécialisée :
un rhizobium particulier peut seulement établir une symbiose fixatrice d'azote avec une
légumineuse si celle-ci appartient a son spectre d'hote, et réciproquement. Les plages de
spécificité des spectres des légumineuses et des rhizobia varient considérablement. Certaines
associations sont trés spécifiques pour le partenaire bactérien, comme c'est le cas avec
Azorhizobium caulinodans qui s'associe exclusivement avec Sesbania rostrata (Dreyfus et al.,
1988), alors que cette méme légumineuse peut former des associations avec d'autres partenaires
bactériens (Sinorhizobium saheli et S. terangae) (Boivin et al., 1997). D'autres symbiotes
bactériens présentent un spectre d'héte modérément spécifique, comme Sinorhizobium meliloti,
qui forme des associations avec les especes des genres Medicago, Melilotus et Trigonella (De
Lajudie et al., 1994).
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1.2.3. Partenaire végétal

Les légumineuses, également connues sous le nom de Fabaceae, constituent, une des familles
de plantes les plus importantes sur le plan économique et écologique. Elles comprennent une
vaste gamme de plantes.

1.2.3.1. Famille des Fabacées

Les Fabacées (Fabaceae), eégalement appelées Iégumineuses, constituent une importante
famille de plantes dicotylédones dialypétales, superovariées, pouvant étre herbaceées ou
arborescentes, annuelles, bisannuelles ou pérennes (Judd et al., 2002 ; Marouf et Reynaud, 2007).
Leurs fruits, connus sous le nom de gousses ou de légumes, leur valent 1’appellation de
légumineuses, le terme le plus répandu pour désigner cette famille (Wojciechowski et al., 2004).
Les Fabacées sont des plus grands groupes de Spermaphytes, aux cotés des Orchidacées et des
Astéracees, avec plus de 20 000 espéces présentes dans des régions allant des zones froides aux
zones tropicales (Quezel et Santa, 1962 ; Gepts et al., 2005 ; Cronk et al., 2006). La famille se
divise en trois sous-familles : Mimosoideae, Caesalpinioideae et Papilionoideae (Faboideae)
(Wink, 2013). Les Fabacées sont réparties sur I’ensemble du globe, chaque sous-famille ayant

une distribution spécifique (Ndayishimiye, 2011).
1.2.4. Lotus
1.2.4.1. Caractéres généraux du genre Lotus

Lotus est une plante vivace de la famille des Fabaceae, originaire d'Europe, d'Asie et
d'Afrique septentrionale, caractérisée par son feuillage divisé en trois petites feuilles, ses fleurs
jaunes, et sa valeur fourragére. Elle est utilisée dans les mélanges pour prairies riches en especes
et est une source de nourriture pour de nombreux insectes. (FAO, 2014 ; UC SAREP, 2006 ;
Hannaway et al., 2004). (Figure 01).
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Figure 01 : la Iégumineuse du genre Lotus (EI Mridj. Constantine 2024).

Grace a leur capacité a établir une symbiose fixatrice d'azote avec les rhizobia, sont
considérées comme des pionniéres en raison de leur capacité a coloniser des environnements
difficiles. Leur biomasse, riche en protéines, les rend précieuses sur le plan écologique et pour
I'agriculture et I'élevage (Abdelguerfi et Abdelguerfi-Laouar 2004).

De multiples recherches menées dans diverses régions du globe sur différentes especes de
Lotus ont confirmé que ces plantes légumineuses forment des nodosités en association avec
divers groupes de rhizobia : Mesorhizobium spp., Rhizobium spp., Bradyrhizobium spp., Ensifer

spp., et Phyllobacterium spp. (Sanchez et al. 2014).

1.2.4.2. Répartition géographique

En Algérie, on trouve principalement 26 taxons du genre Lotus, présents en grande majorité
sur la cote et les hauts plateaux du pays. Leur répartition est liée a une gamme de climats allant
du semi-aride a I'humide, cette variation étant plus marquée d'ouest en est. (Quezel et Santa 1962
; Ozenda 1983, 2004).
1.2.4.3. Classification systémique

Selon Linné (1753), la position systématique du genre Lotus est le suivant :

Regne : Plantae
Sous-Régne : Viridaeplantae
Classe : Equisetopsida
Sous-Classe : Magnoliidae

Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae

Genre : Lotus

Espeéce: Lotus corniculatus L.
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1.2.5. Hippocrepis
1.2.5.1. Caracteres généraux de Genre Hippocrepis

Hippocrepis est un genre de legumineuse de petite taille, généralement mesurant entre 10 et 20
cm. Elle produit des fleurs jaunes, petites et pendantes, regroupées en grappes de 2 a 5 sur des
pédoncules presque aussi longs que la feuille. Son port est caractérisé par une croissance couchée
et étalée, souvent dans une seule direction. Leurs gousses sont segmentées en sections
successives, chacune étant creusée sur le coté intérieur par des échancrures arrondies en forme de
fer a cheval. Les graines, quant a elles, sont courbées en arc (Djouadi et al., 2021). Elle fleurit
généeralement entre avril et mai. Elle préfere les milieux secs, typiquement la garrigue dénudée.
Au niveau écologique, elle favorise les tonsures annuelles basophiles et prospére dans des
conditions  aéroxérophiles et  thermophiles = méditerranéennes  https://www.plante-

mediterraneenne.fr/genres/hippocrepis/ (Figure 02).

Figure 02 : La légumineuse du genre Hippocrepis (ElI Mridj.Constantine 2024)
1.2.5.2. Répartition géographique

On trouve principalement ce genre qui comprend environ 40 taxons dans les régions
méditerranéennes, la région du bassin méditerranéen est I'un des centres de diversité pour la tribu
des Loteae (Kramina et Sokoloff, 2004). Notamment en Provence, Languedoc-Roussillon, ainsi

que dans d'autres parties de I'Europe, de I'Asie et de I'Afrique.
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En Algérie, la répartition géographique du genre Hippocrepis varie considérablement entre les
zones sub-humides, humides, semi-arides et arides du pays (Djouadi et al.,, 2021). Cette
distribution géographique peut s'expliquer par les conditions environnementales (Ayyad et El-
Ghareeb 1972 ; Chapman 1960, 1966).

1.2.5.3 Classification systémique
Selon Linné (1753), la position systématique du genre Hippocrepis est le suivant :
Regne : Plantae

Sous régne :  Tracheobionta
Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae

Ordre : Fabales
Famille : Fabaceae
Genre : Hippocrepis

1.2.6. Partenaire bactérien

En 1888, Beijerinck a réalisé le premier isolement des rhizobiums, qu'il a identifiés comme
des agents de fixation de I'azote. L'année suivante, en 1889, Franck a été le premier a suggérer le
nom de Rhizobium pour les désigner.

1.2.6.1. Caractéres généraux

Les rhizobiums sont identifiés comme des bactéries fixatrices d'azote, de type Gram négatif,
aérobies, qui se trouvent généralement dans le sol de maniére libre ou en association avec des
légumineuses. lls font partie de la sous-classe alpha-protéobactéries, qui est elle-méme une
division de la vaste classe des eubactéries (Maidak et al., 1994). Comparativement a d'autres
bactéries du sol, les rhizobiums et les Bradyrhizobiums ont des besoins élevés en Ca?" Fe?" et
Co?*, et leurs exigences en vitamines varient considérablement. En général, le genre
Bradyrhizobium est activé par la biotine, tandis que le Rhizobium requiert a la fois de la thiamine
et du pantothénate (Werner, 1992). Ces bactéries sont mobiles grace a un flagelle polaire ou
subpolaire, ou a l'aide de 2 a 6 flagelles péritriches (Werner, 1992).

10
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1.2.6.2. Caractéres biochimiques et physiologiques

Les Rhizobiums sont principalement des chimioorganotrophes aérobies, et leur culture est
relativement facile. Ils prospérent en présence d'oxygene et se nourrissent de glucides ainsi que
de composés aminés relativement simples. Bien que certaines souches puissent fixer de I'azote en
forme libre, cela reste rare et ne se produit que dans des conditions spécifiques. Certaines souches

de Rhizobium nécessitent des vitamines pour leur croissance (Somasegaran et Hoben, 1994).

Les Rhizobiums perdent rapidement leur capacité a survivre dans l'eau. Leur croissance
optimale se situe a une température de 28 °C et a un pH compris entre 6 et 7. Bien que leur
métabolisme soit généralement aérobie, plusieurs souches peuvent se développer efficacement
dans des conditions microaérophiles, & des tensions d'oxygéne inférieures a 0,01 atm
(Somasegaran et Hoben, 1994).

1.2.6.3. Caractéres génétiques

Selon Pelmont (1995), la génétique de Rhizobium présente des difficultés en raison du nombre
élevé de genes impliqués dans la symbiose et des diverses spécificités d'une souche a l'autre. Les
caractéristiques génétiques des souches de Rhizobium nodulant les légumineuses les rendent
particulierement sensibles (Patricia et al., 1998 ; Raposeiras et al., 2002). Le génome du
Rhizobium présente un intérét particulier, avec trois types de réplicons pour un chromosome de
plus de 4 Mb, un méga plasmide (1-2 Mb) et un plasmide de moins de 1 Mb, en fonction des

espéeces (Larango et al., 2002).
1.2.7. Nodulation
1.2.7.1. Nodule

Le nodule est une structure nouvellement formée par la plante hote, dans laquelle les bactéries,
transformées en bactéroides, fixent l'azote atmosphérique. Pour optimiser l'activité de la
nitrogénase, une enzyme qui est irréversiblement inactive en présence d'oxygene, la plante
maintient les nodules dans des conditions de faible teneur en oxygéne grace au parenchyme
nodulaire. Parallelement, la léghémoglobine régule et stabilise la concentration d'oxygeéne
essentielle a la respiration. Selon Fernandez-Lopez 1998, les nodules sont principalement

racinaires, mais ils peuvent également étre caulinaires. Tous les plants avaient en effet sur leur

11
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systéme racinaire, notamment au niveau du collet, des nodosités de type spécifique, c'est-a-dire

sphériques ou globuleux, appelées nodules des modioides par Corby (1981, 1988). (Figure 03).

=

Figure 03 : Forme des nodules : (a) Nodules de Lotus. (b) Nodules d” Hippocrepis.
1.2.7.2. Processus de nodulation

La formation des nodules et la fixation de I'azote résultent d'une série d'interactions régulées
par des signaux moléculaires entre la plante et les bactéries symbiotiques, marquant
I'établissement de leur association symbiotique. De nos jours, on connait parfaitement
I'organogénese des nodosités, depuis leur infection jusqu'a leur développement (Madigan et al.,
2007). Les étapes sont les suivantes :

-Pré-infection

Selon Sprent (2001), cette étape se caractérise par une prolifération massive des Rhizobia dans
la rhizosphere, qui commence par la colonisation des jeunes poils absorbants par ces bactéries.
Ensuite, il y a un échange de molécules signales, dont les principaux médiateurs sont les
flavonoides et les facteurs Nod. L'expression des genes de la nodulation est induite par la protéine
NodD des Rhizobia en réponse aux signaux flavonoides excités par la racine de la plante hote
(Bergen et al., 2001), et la déformation des poils absorbants se traduit par leur courbure, ce qui
crée une configuration appelée "crosse de berger”, favorisant ainsi I'adhérence des Rhizobia a la

surface des racines. Des lectines spécifiques, des glycoprotéines d'origine végétale, favorisent

12



Chapitre 1

Etude bibliographique

cette adhésion, ces lectines s'associaient de maniére sélective aux polysaccharides de la paroi

bactérienne (Selami,2017). (Figure 04).
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Figure 04 : La perception et la transmission du signal bactérien pendant la symbiose (Dalla et al.

2015).

-Infection du systéme racinaire

A partir de la courbure en crosse de berger, les Rhizobia pénetrent la cellule végétale par la

formation d’une structure tubulaire appelée cordon d’infection. Ces cordons atteignent le cortex

interne de la racine en créant des ramifications qui garantissent une colonisation efficace du

nodule (Selami, 2017). C'est grace a une fragilisation localisée de la paroi des poils sous l'action

d'enzymes hydrolytiques que cette pénétration est facilitée (Viprey et al. 2000). (Figure 05)

illustre la formation de celle-ci ainsi que sa progression dans les tissus internes de la racine.

13
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Figure 05 : Formation du cordon d’infection et sa progression (Oldroyd et al. 2010).

Dans les cellules racinaires, les cordons liberent les Rhizobium, qui prennent une forme en Grass
typique, pendant leur évolution (Figure 06). Selon Selami (2017), c'est a ce stade que les

symbiosomes produisent la nitrogénase.
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Figure 06 : Formation des symbiosomes et libération des bactéries (Selami, 2017).
-Nodulation proprement dit (Organogenese du nodule)

L'ample multiplication et la différenciation des cellules du cortex racinaire se manifestent par
une expansion des tissus nodulaires, conduisant a I'apparition du nodule a la surface de la racine.
Les principales phases de formation des nodosités sont exposeées ci-dessous et illustrées
(Figure 07).

14
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Figure 07 : Processus d’infection de la racine et mise en place du nodule chez Medicago truncatula
(Selami, 2017).

- Réduction et assimilation de 1’azote

Pendant cette phase, les nodosités produisent une molécule similaire a la Iéghémoglobine, qui
présente une couleur brun-rouge. La léghémoglobine joue un réle essentiel dans le transport et la
régulation de I'oxygéene vers les bactéroides (Hamida, 2003). Cela offre a la nitrogénase une niche
de protection (Ott et al., 2005). De cette maniére, la symbiose s'établit, permettant aux
rhizobiums présents dans les nodules racinaires des légumineuses de fixer une quantité

significative d'azote atmosphérique.
1.3. Cycle de I’azote

L'azote total est généralement réparti en trois principaux ensembles : I'atmosphere, le sol (et
I'eau qui lui est associée), et I'azote présent dans la biomasse. Les échanges complexes entre ces

ensembles sont désignés sous le terme de cycle de I'azote (Hopkins, 2003).
1.3.1. Fixation biologique de I’azote

Naturellement, a I'état libre, les Rhizobium sont des bactéries souvent flagellées mobiles, mais
en présence de légumineuses, elles perdent leur mobilité et sont autotrophes a I'azote (capables
d'assimiler le N2) tout en restant hétérotrophes au carbone (incapables d'assimiler le carbone
minéral). La machinerie biochimique appropriée n'est pas disponible chez les organismes
eucaryotes, ce qui les empéche de dégrader I'azote. Uniquement les procaryotes sont responsables

de la fixation biologique de l'azote, car ils possedent un complexe enzymatique appelé
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médinitrogénase qui catalyse la réduction de l'azote en ammoniac (Hopkin, 2003). Il existe
quelques bactéries fixatrices d'azote qui sont libres et ne nécessitent pas d'héte pour accomplir
cette action. D'autres fixateurs d'azote sont en revanche symbiotiques et ne fixent lI'azote qu'en
interaction avec certaines plantes (Madigan et al., 2007). La fixation de I'azote est presque la
seule fagon de préserver la fertilité du sol (Roger et al., 1996).

1.3.1.1. Les fixateurs libres

La plupart des bactéries libres qui fixent de I'azote sont capables de le fixer en laboratoire en
grandes quantités. Cependant, dans le sol, la diminution de I'azote en ammoniac est restreinte par
la disponibilité des glucides (Tortora et al., 2003). Ces bactéries jouent cependant un réle
important dans la fixation biologique de I'azote dans les prairies, les foréts et la toundra arctique
(Tortora et al., 2003).

1.3.1.2. Les fixateurs symbiotiques

Chaqgue année, 120 millions de tonnes d'azote sont introduites dans les cycles biologiques
grace a la fixation de l'azote par des bactéries symbiotiques, ce qui représente plus du double de
I'apport réalisé par les bactéries libres (Davet, 1996). Ces bactéries ont un impact significatif sur
la croissance des plantes agricoles (Tortora et al., 2003). Selon Dénarié (2000), la symbiose la
plus cruciale d'un point de vue écologique et agronomique est celle qui lie les bactéries du sol, les
Rhizobium, aux légumineuses. Les associations symbiotiques les plus courantes entrainent la
formation de structures multicellulaires hypertrophiées sur la racine (ou parfois sur la tige) de la
plante héte, appelées nodules (Hopkins, 2003). Il est bénéfique pour les plantes concernées, qui
utilisent les produits de fixation bactérienne de I'azote. La plante hote offre aux bactéroides des

composés carbonés, de I'énergie et les mécanismes de protection requis (Richter, 1993).
1.3.1.3. Mécanisme moléculaire de la fixation

Le processus de fixation de I'azote consiste a convertir I'azote moléculaire N2 en ammoniac
NHs (ou NH*"). Ce mécanisme de fixation du N2 est endergonique et nécessite l'utilisation d'ATP
ainsi que d'agents réducteurs qui fournissent les électrons et les ions H* requis. Contrairement aux
fixateurs libres, les Rhizobiums ne peuvent fixer qu'a l'intérieur des nodosités, en fonction de la

réaction :
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N>+8e +8H"+ 16 MgATP — 2 NH3 + H> + 16 MgADP + 16Pi

La réaction de fixation est extrémement onéreuse sur le plan énergétique (ATP et capacité de
réduction) ; il faut 16 molécules d'ATP pour réduire une molécule de N> (Shanmugan et al.
1978). C'est pourquoi l'activité de fixation est egalement influencée par le partenaire végétal.
(Figure 08).

Cellule végétale

Rhizobium

Figure 08 : Schéma simplifié du mécanisme de fixation symbiotique de N, (Benaissa,2022)
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I1.1. Présentation de la zone de prélevement
I1.1.1. Situation géographique

La ville de Constantine est située dans le nord-est de I'Algérie (Latitude : 36° 21' N, Longitude
: 6° 36' E). Elle se trouve a environ 320 kilometres a I'est de la capitale Alger, a 90 kilometres au
sud de la mer Méditerranée, et a proximité des villes de Sétif a I'ouest (120 km) et Annaba a l'est
(150 km). Constantine est caractérisée par un relief accidenté, étant perchée sur un plateau
rocheux a une altitude d'environ 640 meétres au-dessus du niveau de la mer (Figure 09). Le climat
de Constantine est de type méditerranéen avec des étés chauds et secs et des hivers doux et

humides. La précipitation annuelle moyenne est d'environ 700 mm.

Zone de prélévement.
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Figure 09 : Localisation géographique de la zone de prélevement.
11.2. Isolement des bactéries a partir des nodules
11.2.1. Collecte des nodules

La collecte des nodules est réalisee a partir des racines des deux plantes Lotus et Hippocrepis
dans la zone de Constantine. La sélection et 1’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 reste sec, a cette période de I’année les nodules

sont bien développés et visibles au niveau des racines (Figure 10).
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Figure 10 : Collecte des nodules.

La collecte est realisée suivant la méthode de Vincent (1970) et Beck et al., (1993). Une
creusée d’environ 15cm autour de la plante et 20cm de profondeur afin de récupérer tout
I’appareil racinaire ; retirer ensuite délicatement le sol entourant les racines avec les mains ;
couper les racines et les mettre dans des sacs en plastique et les transporter immédiatement au

laboratoire.

Au laboratoire, les racines sont délicatement lavées a 1’eau puis, a I’aide d’un couteau, les
nodules sont détachés a 1 a 2mm du site d’attache, enfin séchées avec du papier absorbant avant

leur conservation.
11.2.2. Conservation des nodules

Pour une courte conservation et pour une utilisation immédiate, les nodules frais sont
conservés au réfrigérateur a 4°C jusqu'a 48h (ne jamais les congeler afin d’éviter la destruction
des nodules par les cristaux de glace). Pour une langue période de stockage allant de 6 a 12 mois,
la dessiccation est vivement recommandée. La méthode utilisée est celle décrite par Vincent
(1970) et Somasegaran et Hoben (1994). Qui consiste a remplir la moitié des flacons stériles par
du CaClz (meilleure absorption de ’humidité). Ensuite mettre une quantité de coton sur lequel

sont déposes les nodules (Figure 11).

19



Chapitre 11 Matériel et méthodes

Bouchon
3 } ——— Coton
<4—Nodule [ — Nodules
\
-~ <—Coton Ve i
\L\ 'j-—('o(on
N

. -
= — CaCl,
Hippocrepis Lotus '
His:=D
Figure 11 : (a) Tubes utilisés pour la conservation des nodules dans notre étude.
(b) Conservation des nodules (Vincent, 1970).

11.2.3. Isolement des souches a partir des nodules

La technique d’isolement des bactéries est celle décrite par Vincent (1970) et Somasegaran et
Hoben (1985, 1994). Les nodules fraichement lavés sont utilisés directement, alors que celles qui
sont conservée par dessiccation sont réhydratées en les plagant dans I’eau pendant 24 heures au

réfrigérateur a 4°C, puis pendant 1h a la température ambiante.
11.2.4. Stérilisation de nodules

Les nodules intacts sont transférés dans un tube stérile et immergé dans 1’éthanol 95° pendant
5 & 10 secondes, puis transférées rapidement dans le Chlorure de mercure acidifi 0.1% (1g HgCl.
+ 5ml HC1 +1L d’eau distillée) pendant 3 minutes. On effectue ensuite un ringage des nodules 10

fois dans de 1’eau distillée stérile et laisser gonfler aprés le 10°™ ringage.
11.2.4.1. Test de stérilisation

Prendre un nodule stérile et le faire ensemencer dans le milieu GPA+BCP, puis le placer a
28°C pendant 24 heures. Toute cette manipulation doit étre effectuée sous des conditions
microbiologiquement contrdlé, sur des milieux stériles a proximité du bec Bunsen, sous une hotte
a flux laminaire. Afin de verifier la méthode de stérilisation utilisée et la stérilité externe des

nodules.
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11.2.4.2. Ecrasement des nodules

Dans une boite de Pétri stérile sont déposées 2 a 3 gouttes d’eau distillé stérile. Puis déposées
chaque nodule stérile séparément dans une goutte d’eau. Ensuite les nodules sont écrasés avec

une pince stérilisée par immersion dans I’éthanol et flambage au bec Bunsen.
11.2.5. Isolement des souches

Suite a I'écrasement et a la formation d'un jus trouble. En utilisant une anse de platine, on
préleve la suspension de nodules en utilisant la méthode des trois cadrans. Sur gélose coulée en
boite (YMA, YMA+RC et GPA), puis incuber a 30°C pendant 48 a 72 heures (Figure 12).

Ensemencement Résultats
Sens des stries Colonie

0%

SN = =
il ol W 2

(38}

Figure 12 : Isolement par la méthode des trois quadrants.
11.3. Caractéres morphologiques et culturaux
11.3.1. Principaux milieux de culture utilisés

Plusieurs milieux sont utilisés pour cette premiére 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

préparé les milieux spécifiques suivants (compositions en annexe) :
- Milieu liquid: YMB (yeast Mannitol Broth).

- Milieu solid: YMA (yeast Mannitol Agar).

-YMA+RC (yeast Mannitol Agar + Rouge Congo)

-YMA+BTB (yeast Mannitol Agar + Bleu de Bromothymol).
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-GPA+BCP (Glucose Peptone Agar+ pourpre de Bromocrésol).
11.3.2. Purification des isolats

Apres I’examen des isolats selon les caractéres microscopiques et morphologiques sur les
differents milieux (Vincent, 1970., Somasegaram et Hoben, 1994), des repiquages réguliers
jusqu'a I’obtention des isolats homogeénes sont nécessaires pour leur purification. La méthode
consiste a ensemencer des tubes contenant le YMB puis les placer dans un bain Marie agitateur
de 120 tours/ mina 28°C. Aprés 24h d’incubation, I’ensemencement se fait sur le milieu

YMA+RC. Enfin, des examens microscopiques et morphologiques sont effectués.
11.3.3. Examen microscopique

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

- Un frottis fixé a la chaleur sous la hotte a flux laminaire, est recouvert par un colorant basique le

violet de Gentiane.
- Laisser agir pendant 1minute.
- Chasser le violet avec le Lugol, ensuite recouvrir le frottis pendant 1 minute.

- Laver a I’alcool-acétone et le surplus de la solution décolorante est chassé par un lavage a I’eau

courante.
- Recouvrir le frottis par la Fushine et laisser agir durant 1 minute.

- Laver a nouveau avec de ’eau, puis égoutter la lame sur du papier absorbant et enfin observer a

microscope.
11.3.4. Examen de la mobilité

Par une pipette pasteur contenant une suspension bactérienne de 24 heures faire une piqire

centrale dans un tube de milieu Mannitol mobilité. Incubé pendant 24h et observé.
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11.3.5. Observations des colonies et conservation des isolats

Les colonies ayant peu absorbé le rouge Congo sur milieu YMA et n’ayant pas acidifié le
milieu GPA (virage du BCP au jaune) sont prises en considération. Une observation
microscopique (coloration de Gram) et un examen morphologique des colonies sur milieu YMA
sont réalisés sur les isolats avant d’étre conservés sur YMA tamponné avec du CaCOs (3 g/l).
Aprés une incubation de 24 heures, les souches sont stockées au réfrigérateur en vue de leur

caractérisation.
11.4. Caractérisation phénotypique des isolats

Dans le premier cas, il s’agit de vérifier la vitesse de croissance des isolats pour la distinction
entre les souches a croissance rapide et les souches a croissance lente sur le milieu YMA
contenant le Bleu de Bromothymol, et de tester 1’absorption du Rouge Congo sur milieu YMA

par les isolats.
11.4.1. Test de bleu Bromothymol

Les bactéries nodulant les légumineuses, en particulier les rhizobia, présentent deux types de
croissance : les bactéries a croissance lente (genre Bradyrhizobium) et les bactéries a croissance
rapide (Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, ...). Pour cela on cultive nos isolats sur milieu
YMA+Bleu de Bromothymol. L’aptitude a modifier le pH en 24h distingue les bactéries a
croissance rapide de celles a croissance lente dont 1’acidification du milieu est tardive (aprés 5 a 6

jours).
I1.5. Tests nutritionnels
11.5.1. Utilisation des sucres comme seul source de carbone

Ces tests ont été mis en ceuvre sur milieu YMA ou I’extrait de levure a été réduit a 0.05g/1 et
le mannitol est remplacé par I’un des sucres suivants : Xylose, Galactose, Glucose, Lactose,
Saccharose (Vincent., 1970). On ensemence les différents milieux et on incube a 28°C pendant

une période de 24 a 48 heures environ.
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11.6. Tests biochimiques
11.6.1. Réduction des nitrates

Les souches sont cultivées sur le bouillon TY contenant 0.1% de KNO3s (p/v), et incubées
pendant 4 jours a 28°C ; apreés incubation sont ajouté 3 a 4 gouttes des reactifs I et Il. Aprés
addition des réactifs I et II, s’il y a une coloration rouge, les souches ont une nitrate réductase+ ;
si non, on rajouter de la poudre de zinc et on note la couleur (la couleur rouge signifie la non
réduction des nitrate, alors qu'un milieu incolore indique que le stade nitrate est dépassé, donc la

souche a la nitrate réductase).
11.6.2. Galerie biochimique API1 20 E

Une suspension bactérienne est employée pour réhydrater chaque puits, et les bandelettes sont
ensuite incubées. Au cours de cette incubation, les activités métaboliques des bactéries
provoquent des modifications de couleur, qui se manifestent de maniére spontanée ou sont

révélées par I'addition de réactifs.

La lecture de ces réactions (positives ou négatives) se fait en fonction des variations des

couleurs.
I1.6.3. Test de ’Oxydase

Pour cela, nous utilisons des pinces pour fixer un disque d'oxydase sur une lame porte-objet.

Une colonie isolée et représentative de la culture fraiche a été sélectionnée pour étre testée.

La colonie sélectionnée est prélevée a l'aide d'un batonnet ou d'une dse. Dans un délai de 30
secondes, on frotte délicatement la colonie sur le disque et on observe l'apparition d'une

coloration violette.
11.7. Tests physiologiques
11.7.1. Effet de la température

Dans le but d’étudier les températures de croissance, les isolats sont mis en culture sur milieu
YMA et incubés a différentes températures : 4°C, 24°C, 28°C, 37°C.
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11.7.2. Effet du pH

On prépare des bouillons YMB ajustés a des différents pH (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10). En présence
d'un bon éclairage, comparer visuellement la turbidité de la suspension d'essai a celle de

McFarland standard. Cela peut étre facilité par 1’utilisation d’une carte ou d’une balance

Wickerham (1950) (Figure 13).

Wickerham Card

Figure 13 : Carte de turbidité de Wickerham (1950).
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Introduction

On consideére toujours que la caractérisation phénotypique traditionnelle est I'étape essentielle
pour identifier et séparer les bactéries récemment isolées. Chez les rhizobiums, elle est le maillon
fort de la description formelle. De plus, elle a été largement utilisée dans la séparation des

especes chez les bactéeries endophytes associatives.

A coté de ces données dans l'analyse de la biodiversité et de la taxonomie, en particulier
polyphasique, les caractéristiques phénotypiques permettent de choisir des souches compétentes

et insensibles aux différents stress environnants.

Parmi le nombre total de nodules collectés sur les racines des genres Hippocrepis et Lotus,
nous avons considéré 4 isolats : LOTN24/004, LOTN24/007, HIPN24/001, HIPN24/002.

I11.1. Test de stérilisation

Aprés la stérilisation, l'analyse a I'eeil nu des nodules sur le milieu GPA a confirmé I'absence
de particules externes et de microorganismes indésirables, ce qui indique que la surface des
nodules était correctement désinfectée. Il est démontré par ces résultats que la technique de

stérilisation de surface utilisée dans cette étude est efficace (Figure 14).

Figure 14 : Absence des microorganismes autour de nodule désinfecté
I11.2. Caracteres morphologiques et culturaux
111.2.1. Croissance sur YMA

Apres 24 a 48 heures, on observe une croissance significative sur le milieu YMA. Les

colonies sont blanchatres ou cremes, de diametre compris entre 2 et 4 mm, rondes avec un
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contour régulier, semi-bombées et lisses. Elles présentent une transparence, une visqueusité et

une brillance, avec une texture uniforme (Figure 15).

Figure 15 : Aspect des colonies sur YMA. (a) : genre Hippocrepis (b) : genre Lotus

111.2.2. Croissance sur YMA+ RC

Les rhizobia générent généralement des colonies blanches ou absorbent peu le Rouge Congo.
Bien qu'il soit frequemment ajouté au milieu de culture afin d'isoler les rhizobia et de tester la
purification des cultures rhizobiales, il ne peut pas étre utilisé comme un agent sélectif pour
différencier les rhizobia des autres bactéries (in. Torche, 2006). Nos isolats sont incapables

d'absorber le rouge de Congo, ce qui les rend blanches et rarement rose (Figurel6).

Figure 16 : Croissance sur milieu YMA+ RC (a) : genre Hippocrepis (b) : genre Lotus
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111.2.3. Croissance sur GPA+BCP

Lorsque les bactéries se développent sur le milieu GPA, elles acidifient et alcalinisent le
milieu aprés 24 a 48 heures. Apres 24 heures, nos bactéries se développent sans acidifier le
milieu (Figure 17).

~ y -
. / .
E 3 n

Figure 17 : Alcalinisation sur milieu GPA+BCP (a) : genre Hippocrepis (b) : genre Lotus

111.2.4. Aspect microscopique

On peut observer des batonnets roses a Gram négatif qui correspondent a I'aspect

microscopique des rhizobia grace a I'observation microscopique.

Figure 18 : Observation microscopique des bactéries isolées (x100)
(@) : genre Hippocrepis (b) : genre Lotus
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Toutes les données obtenues concernant I'aspect macroscopique et microscopique indiquent que

les isolats présentent la méme description des rhizobia.
111.2.5. Mobilité des souches

La présence des isolats dans le milieu Mannitol mobilité confirme également que les souches

isolées sont mobiles avec une acidification du milieu (Figure 19).

Figure 19 : Résultat de Mannitol mobilité
111.3. Caractérisation phénotypique des isolats
111.3.1. Test de Bleu de Bromothymol

Le Bleu de Bromothymol est en réalité un indicateur coloré qui permet de détecter une
réaction acide ou basique dans une gamme de pH allant de 6 a 7.6. Les souches a croissance
rapide sont percues comme des bactéries acidifiantes (les couleurs du BTB se transforment en
jaune), tandis que les souches a croissance lente sont percues comme des bactéries alcalinisantes

qui changent de couleur vers le bleu (Jordan, 1984., Beck et al., 1993., Pagano, 2008).

Tous nos isolats ont provoqué une modification du pH sur le milieu YMA+BTB apres 24 a 48
heures d'incubation, ce qui s'est produit grace a une acidification compléte du milieu dans les

boites. Cela suggere que nos souches sont en pleine croissance (Figure 20).
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Figure 20 : Isolat & croissance rapide sur milieu YMA+BTB
(@) : genre Hippocrepis (b) : genre Lotus (c) : Milieu YMA+BTB

111.3.2. Tests nutritionnels
111.3.2.1. Assimilation de la source de carbone

Selon les résultats obtenus, les souches utilisent tous les sucres testés comme source unique de
carbone, mais elles different entre I'un et l'autre. Le Saccharose et le Galactose sont les deux
sucres les plus facilement assimilés par toutes les souches. Alors que le Lactose, le Glucose et le
Xylose sont les moins utilisés pour toutes souches. Cependant, la capacité des rhizobiums a
absorber les diverses sources de carbone differe (Allen et Allen, 1950) (Figure 21).

Dans le tableau 1, les résultats indiquent que les souches présentent une différentiation dans

leur capacité a absorber les substrats carbonés.

Tableau 01 : Le groupe des souches testées utilise les sucres comme source de carbone.

Saccharose Lactose Galactose Glucose Xylose
LOTN24/004 | +++ + +++ ++ ++
LOTN24/007 +++ + +++ ++ ++
HIPN24/001 | +++ + +++ ++ ++
HIPN24/002 | +++ + +++ ++ ++

(+) : Croissance faible, (++) : croissance moyenne, (+++) : Croissance forte.
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Galactos

Saccharose  [EESSSSiEEEgs Lactose 2

Glucose

Figure 21 : Assimilation des sucres par les souches testées
111.3.3. Tests biochimiques

111.3.3.1. Réduction des nitrates

L'objectif de cette étude est de démontrer le métabolite nitrite ou la disparition des nitrates
initiaux. Aprées 1’addition de 2 a 3 gouttes des réactifs nitrates I et II toutes les souches donnent

une réaction positive apres 1’addition de la poudre de zinc (Figure 22).

Figure 22 : réduction de nitrate positif (+)
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111.3.3.2. Galerie biochimique API 20 E

On a utilisé la galerie API120E pour identifier les caractéristiques des bactéries étudiées (Figure
23 et tableau 2).

Figure 23 : Galerie biochimique Api 20 E (a) : Genre Lotus (b) : Genre Hippocrepis
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Tableau 02 :

Galerie biochimique API120 E.

Microtube Substrat Caractére recherché Résultat+ Résultat - Reésultat+ Résultat -
genre Hippocrepis genre Lotus
ONPG Ortho-Nitro-Phényl- B-galactosidase * *
Galactoside
ADH Arginine Arginine dihydrolase * *
oDC Ornithine Ornithine- décarboxylase * *
CIT Citrate Utilisation du citrate * *
H.S Thiosulfate de sodium | Production d’H2S * *
URE Urée Uréase * *
TDA Tryptophane Tryptophane —désaminase * *
IND Tryptophane Production d’indole * *
VP Pyruvate de sodium Production d’acétoine * *
GEL Gélatine emprisonnant | Gélatinase * *
des
particules de charbon
GLU Substrat carboné Utilisation de substrat carboné * *
MAN D-mannitol fermentation - oxydation (MANNitol) * *
INO Inositol fermentation - oxydation (INOsitol) * *
SOR D-sorbitol ermentation - oxydation (SORDbitol) * * *
RHA L-rhamnose fermentation - oxydation (RHAmnose) | * *
SAC D-saccharose fermentation - oxydation | * *
(SACcharose)
MEL D-melibiose fermentation - oxydation (MELibiose) | * *
AMY Amygdaline fermentation - oxydation * *
(AMYgdaline)
ARA L-arabinose fermentation - oxydation * *
(ARADbinose)
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111.3.3.3. Test de I’Oxydase

Apres 30 secondes, nous avons constate I'absence de coloration violette ce qui indique I’absence de

I’enzyme cytochrome oxydase (Figure 24).

HIPN24/001

HIPN24/002 -
LOTN24/015
. LOTN24/007
Figure 24 : Disque oxydase négatif (-)
111.3.4. Tests physiologiques
111.3.4.1. Effet de température

Toutes les souches peuvent évoluer a des températures allant de 4°C a 37°C, avec un taux de
croissance optimal entre 24°C et 37°C, ce qui correspond a celui indiqué pour les rhizobia par Jordan
(1984). Alors que les souches cultivées a une température de 4°C nécessitent 48 heures et plus pour se
développer (Tableau 03, figure 25).

Tableau 03 : Température de croissance testée.

4°C 24°C 28°C 37°C
LOTN24/004 + +++ +++ ++
LOTN24/007 + +++ +++ ++
HIPN24/001 + +++ +4+ ++
HIPN24/002 + +++ +4++ ++

(+) : Croissance faible, (++) : croissance moyenne, (+++) : Croissance forte.
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Figure 25: Effet de la température sur la croissance des souches

111.3.4.2. Effet du pH

On peut constater a partir du test de I'effet du pH sur la croissance et le développement des isolats
que toutes les souches peuvent pousser entre pH 4 et pH 10 (Tableau 04), avec un optimum de

croissance pour les souches testées se situant entre pH 6 et 7 (Figure 26).

D'aprés Fujihara et Yoneyama (1993), Sinorhizobium fredii se développe efficacement entre 4 et 9,5
pH, tandis que Bradyrhizobium japonicum ne peut pas pousser aux extrémités de cette plage de pH. Les
mémes résultats sont obtenus par Ali et al. (2009). Les mécanismes de survie des Rhizobiums dans les

conditions acides du sol varient (Zahran, 1999).

La présence d'acidité dans le sol entrave la fixation symbiotique de lI'azote en restreignant la survie
du Rhizobium et sa persistance dans les sols, ainsi qu’en réduisant la nodulation (Appunu et Dhar,
2006).

Tableau 04 : pH de croissance testée

04 05 06 07 08 09 10
LOTN24/004 | + + +++ +++ ++ + +
LOTN24/007 | + + +++ +++ ++ + +
HIPN24/001 | + + +++ +++ ++ + +
HIPN24/002 | + + +++ +++ ++ + +

(+) : Croissance faible, (++) : croissance moyenne, (+++) : Croissance forte.
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Figure 26 : Effet du pH sur la croissance de souches isolées
(a) : genre Hippocrepis (b) : genre Lotus
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Conclusion

Dans cette étude, nous avons réalisé l'isolement et la caractérisation phénotypique des bactéries
nodulant des légumineuses sauvages des genres Lotus et Hippocrepis, provenant du site d'El Merij,
Constantine.

L'objectif de cette recherche est double : d'une part, identifier les différentes souches nodulant des
I[égumineuses sauvages des genres Lotus et Hippocrepis, en évaluant leurs caractéristiques et leur
diversité ; d'autre part, déterminer la position taxonomique de ces isolats et évaluer l'influence des

facteurs environnementaux tels que le pH, la température, et la disponibilité des nutriments.

Nous avons réalisé notre étude sur deux genres de plantes Iégumineuses sauvages : Hippocrepis et
Lotus. Pour chaque genre, nous avons examiné deux isolats : HIPN24/001, HIPN24/002, LOTN24/004,
et LOTN24/007.

Les caractéristiques microscopiques et morphologiques des colonies des souches étudiées
correspondent a la description fournie par Vincent (1970), Somasegaran et Hoben (1994), et Jordan
(1984). Lors de notre étude microscopique, nous avons observé des bacilles de tailles variées a Gram
négatif. La rapidité de croissance des isolats, obtenue en 24 heures sur le milieu YMA+BTB, confirme

ces résultats, ce qui peut nous orienter vers le genre Rhizobium.

Selon les informations de la fiche API 20E de bioMérieux, la bactérie identifiée peut appartenir a la
famille des Enterobacteriaceae, notamment Enterobacter cloacae. Des études antérieures ont souligné
la présence de Gamma-Proteobacteria (Benhizia et al., 2004). Selon ces mémes auteurs, les nodules de
I'espéce Hedysarum pallidum contiennent une population mixte de deux types de bactéries trés proches,
dont les ADN 16S sont homologues a 99 % avec Enterobacter cloacae et a 98 % avec Enterobacter
kobei.

Chez nos isolats, I'analyse biochimique met en évidence la présence de la nitrate réductase et
I’absence de l'activité uréolytique, Cependant, I'activité pectinasique et cellulosique n'a pas été étudiée
en raison du manque de réactifs spécifiques, ce qui empéche de conclure sur la présence ou l'absence

de I'aspect infectif chez nos isolats.
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Selon les résultats du test nutritionnel, il est observé que les isolats ont tendance a utiliser une
gamme de carbohydrates comme source de carbone. Toutes les souches ont montré la capacité de se
développer a des températures optimales, conformément aux conditions indiquées pour les rhizobia par
Jordan (1984).

D'apreés le test de I'influence du pH sur la croissance et le développement des isolats, il est possible
de constater que toutes les souches peuvent évoluer dans un intervalle de pH allant de 4 & 10. Selon
Fujihara et Yoneyama (1993), Sinorhizobium fredii se développe a un pH 4 a 9,5, tandis que
Bradyrhizobium japonicum ne peut pas s'étendre aux extrémités de cette plage de pH. Les résultats

obtenus par Ali et ses collegues (2009) sont similaires.

Ces résultats nous permettent de reconnaitre que nos isolats présentent un profil de bactéries
nodulant les Iégumineuses (Zakhia et de Lajudie, 2001 ; Benhizia et al., 2004), de rhizobia (Vincent,
1970, 1982) ou de Gamma-Proteobacteria (Benhizia et al., 2004). Cependant, nous n‘avons pas pu
identifier de différence significative confirmant que nos isolats appartiennent au genre Rhizobium ou
aux Gamma-Proteobacteria en raison de I’absence d'analyses génotypiques et d'autres techniques
moléculaires. L'application de ces méthodes avancées sera sans aucun doute essentielle pour résoudre

cette question.
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AnNnexes



Milieux de culture et solutions utilisés

Composition de milieu YMB (Yeast Mannitol Broth) en g/l (Vincent, 1970)

Mannitol 10
K2HPO4 0.50
MgSQ47H,0 0.20

Na ClI 0.10
Extrait de levure 0.50
Eau distillee 1000ml
pH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.

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

YMB 1000ml
Agar 20
pH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20minutes

Composition de milieu YMA + Rouge Congo en ¢/l

YMB 1000ml
Solution stock de rouge Congo 10ml
Agar 20

pH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes
Aprés ajustement de pH on ajoute 10ml de rouge Congo (0.25¢g rouge Congo dans

100ml d’eau distillée), puis on ajoute I’agar.



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

Solution stock de bleu de bromothymol 5ml

Agar 20

pH 6.8
Autoclavage 120°C pendant 20minutes

Apres ajustement de pH on ajoute 10ml de bleu de bromothymol (0.5¢ BTB dans 100ml d’éthanol),

puis on ajoute I’agar.

Composition de milieu GPA (Glucose Peptone Agar) + Pourpre de Bromocrésol (g/l) (Vincent, 1970).
Glucose 10

Peptone 5

Solution stock de pourpre de bromocrésol  10ml

Eau distillée 1000ml
Agar 20
pH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes

Ajouter du pourpre de bromocrésol (1g BCP dans 100ml d’éthanol), aprés stérilisation et

refroidissement du milieu.

Les solutions stocks colorants

- Solution stock de RC : 0.25g de Rouge Congo dissous dans 100ml d’eau distillée.
- Solution stock de BCP : 1g de BCP dissous dans 100ml d’éthanol.

- Solution stock de BTB : 0.5g de BTB dissous dans 100ml.
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