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Résumé
Résume :

Ce travail a été réalisé pour isolées les bactéries nodulant de légumineuse à partir des

nodules racinaires de la légumineuse la luzerne (Medicago Sativa L.) répandues dans la

région de Ain Lechiakh  et Attaf  de Ain Defla.

La caractérisation des souches porte sur une étude morphologique qui nous a permis

d’avoir des colonies homogènes d’une forme circulaire, un contour régulier et une surface

semi bombée, des bacilles à Gram négatif , suivie d’une caractérisation phénotypique  qui

inclue des tests biochimiques et des tests physiologiques, ces tests sont complétés par l'étude

de la sensibilité des souches aux antibiotiques. L'étude du leur potentiel symbiotique a été

réalisée afin de déterminer leur capacité à former des nodules sur la plante hôte.

Cette étude a montré que les souches étudiées ont une bonne croissance 28°C, etentre

pH 6 et 7, cependant le NaCl affecte négativement la croissance lorsque sa concentration

dépasse 600 mM. Ces souches présentent des caractères biochimiquesdifférents et la plupart

sont sensibles aux antibiotiques utilisés, cinq souches ont la capacité de noduler  notre

plante.

Mot clés : La luzerne (Medicago Sativa L.), la caractérisation phénotypique, Nodulation.



Résumé
Abstract

This work was carried out on  bacteria nodulate the legume isolated from root nodules

of the legume Luzerne (Medicago Sativa L.) Widespread in the area of Ain Lechiakh etAttaf

wilaya of Ain Defla to assess and characterize the existing phenotypic diversity and

characterize the diversity phenotypic existing between the 08 isolates .

Strain characterization relates to a morphological study, followed by a phenotypic

characterization tests which include biochemical and physiological tests. And nutritional tests

this experiment was completed with study of the antibiotics resistance and also to confirm

their capacity symbiotic using to format the nodules.

This study showed that the strains have a good growth in the temperature 28°C, and

between pH 6 and 7, but concentrations up to 600 mM de NaCl has a negative effect on the

rhizobia growth. These strains present a different biochemical characters and the majority of

the strains was sensitive to the antibiotics used in this study, this rhizobia showed also a

capacity to modulate our plant

Key words: la luzerne (Medicago Sativa L.), phenotypic characterization, Nodulation



Résumé
:ملخص

علىالمتواجدة) الصفصفةنبات(للبقولیاتالجذریةالعقدمنمن اجل عزل بكتیریا العقد البقولیة الدراسةھذهاجریت
.الدفلىعینولایةالعطافوشیاخالاعینمنطقھمستوى

محدب،سطحومنتظممحیطو،دائريشكلذاتمتجانسةمستعمراتبتكوینلناسمحللسلالاتالمظھريالتوصیف
اختباراتوفیزیولوجیةواختباراتكیمیوحیویةاختباراتیشملظاھريتوصیفیلیھاسلبي،غرامذاتعصیات

التعایشیةالمیزةدراسةایضاوالحیویةللمضاداتالریزوبیاسلالاتمقاومةبدراسةالتجاربھذهاستكمالوتم،غذائیة
.على العشبة المضیفة السلالاتلھذه

اما،7و6بینالحموضةودرجةمئویھدرجة28فيوضعھاعندجیدنمولھاالمدروسةالسلالاتانبینتالدراسةھذه
خصائصھاالىاضافة.  مولملي008الصودیومكلوریدتركیزتجاوزكلماالنموعلىسلباتؤثرفھيللملوحةبالنسبة

الجذریةالعقدتكوینعلىخمسة من العزلات وقدرتالمستعملةالحیویةللمضاداتحساساغلبھافانالمختلفةالكیمیائیة
.الصفصفةنباتمع

Medicago Sativa(الصفصفة،المظھريالوصف: المفتاحیةالكلمات L( ،التعقیدات
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L'azote est l'élément chimique le plus abondant dans l'atmosphère terrestre, il s’y

trouve sous sa forme moléculaire normale diatomique N2 non assimilable par les plantes

(Duc et al., 2010). L’acquisition d’azote métaboliquement utilisable est essentielle pour la

croissance et la survie de tout organisme. Dans les systèmes de production agricole, après

l’eau, l’azote est l’élément nutritif qui limite le développement des végétaux (Burns et

Hardy, 1975).

Les légumineuses constituent une des familles les plus abondantes et diversifiées des

plantes, elles jouent un rôle très important dans la restauration des sols pauvres et dégradées

de plus elles sont connus pour leurs capacité à établir une symbiose fixatrice d'azote

atmosphérique avec des micro-organismes telluriques appelés les rhizobia. Cette symbiose se

manifeste par la formation sur les racines des légumineuses hôtes des organes spécialisés

"nodosités" qui sont le site de fixation d'azote. La symbiose rhizobia légumineuses présente

beaucoup d'intérêts environnementaux et agronomiques puisqu'elle permet de réduire la

consommation d'engrais chimiques azotés. Cette association symbiotique est considérée par

conséquent comme un moyen intéressant pour l’utilisation dans les projets environnementaux,

de ce fait la connaissance des deux partenaires symbiotiques s'avère de première nécessité.

La luzerne (MedicagosativaL.) est l’une des plantes fourragères les plus répandues sur

tous lescontinents. Sa culture remonterait à plus de 9000 ans, sur les hauts plateaux du

Caucase, enIran et en Turquie d’où elle se serait répandue dans le monde entier. Où elle était

appelée Alfalfa « le meilleur des fourrages ». A l’heure actuelle, la luzerne est la plante

fourragère laplus cultivée dans le monde en raison de ses propriétés nutritives et médicinales

(Brooker, 2007). Elle est notamment très répandue dans les zones tempérées chaudes

subtropicales et en altitude (Mauries, 2003).Selon Toutain(1979), la luzerne est une plante

qui s’adapte au climat saharien et elle esttrès productive puisqu’elle peut produire dans de

bonne condition, jusqu’à 100 t de matière verte par ha et de 2.5 kg de foin de la luzerne.

Le  but de notre travail;dans ce contexte;est d’évaluer la diversité des bactéries

associées au Medicago sativa dans la régiond’Ain el Defla.

Notre travail est basé sur trois objectifs principaux :
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Le premier ayant pour butd’isoler les souches de Rhizobiumà partir des nodules

racinaires de la légumineuseMedicago sativa, danscette phase nous avons procédé à un

isolement et une caractérisation phénotypique selon les techniques usuelles propres aux

rhizobia.

Le second objectif, présente une étude de l’effet des facteurs abiotique (pH,

Température et le stress salin selon différentes concentration de NaCl).

Le troisième objectif, c’est d’étudier la capacité des isolats à former des

nodositésfixatrices d’azote sur la plante hôte(test de nodulation).

Ce mémoire est constitué de trois parties : une étude bibliographique qui présente des

généralités sur les deux partenaires (légumineuses et rhizobia) et leurs interactions (symbiose

rhizobia-légumineuse), chapitre matériel et méthodes ainsi qu’un  chapitre  rassemblant la

discussion de tous les résultats obtenus.
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1-La fixation biologique de l'azote atmosphérique

La fixation biologique de l'azote atmosphérique est le processus par lequel certains

micro-organismes transforment l'azote de l'air (N2 ou diazote) en ammoniac (Huheevet et al.,

1996; Chambenoit, 2002; Hopkins, 2003; Wekeford, 2004, Ricklefs et Miller, 2005; Rose et

Mueller, 2006). Elle résulte de l'activité d'une enzyme qui s'appelle la nitrogénase (Davet,

1996; Lengenter et al., 1999; Prescott et al., 2003; Maier et al.; 2009) (Figure 01).

Les micro-organismes fixateurs d'azote dit diazotrophes remplissent une fonction

écologique irremplaçable (Davet, 1996). Ce sont des procaryotes (bactéries et

cyanobactéries), qui vivent soit à l'état libre dans le sol (Azotobacter, Beijerinckia,

Clostridium, Rhodospirillum (Davet, 1996; Madigan et Martinko; 2007). éventuellement en

association avec un végétal(Azospirillum (Luttge et al., 1994, Perry et al., 2004, Pelmont,

2005)), soit en symbiose avec un végétal(Les Rhizobia,Les Frankia,Anabaena(Luttge et al.,

1994, Vilain, 1997).

Figure 01 : Cycle de l’azote (Pyjic; 2009)
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2- Symbiose rhizobium-légumineuse(BNL)

2-1 -Les légumineuses

Les légumineuses constituent une des familles les plus abondantes et diversifiées des

plantes supérieures, avec plus de 650 genres et 18000 espèces. Cette famille comprend des

plantes herbacées annuelles que des plantes ligneuses ; elle colonise aussi bien les régions

tropicales que les régions tempérées ou arctiques du globe terrestre. Cette famille présente une

importance économique majeure ; de nombreuses espèces constituent des ressources en

fourrage (luzerne, trèfle, sainfoin), bois (palissandres), aliments (soja, haricot, arachides), ou

présentent des propriétés médicinales, horticoles (mimosas) ou de colorants (indigo).

a -Systématique

En classification classique(Figure 02), en se basant sur la forme florale (différences

florales), ce groupe de plantes correspond à la famille des Leguminosaeavec trois sous-

familles : Mimosoideae, Papillionoideae (monophylétiques) et

Caesalpinoideae(paraphylétique) (Taubert, 1894 ; Guignard et Dupont, 2005).

La classification taxonomique postérieure a mis dans l’ordre des fabales ces

sousfamilles des légumineuses qui sont, les Mimosaceae, les Caesalpiniaceaeet les Fabaceae.

Actuellement on accepte la classification des légumineuses dans la famille des Fabaceaequi

comprend 20000 espèces distribuées en trois sous-familles, Faboideae, Mimosoideaeet

Caesalpinioideae. Les Faboideaeet les Mimosoideaeconstituent le groupe le plus important de

plantes participant à la fixation de l'azote avec des bactéries symbiotiques (Raven et al., 2000)
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Figure 02 : Classification phylogénique des Légumineuses (Doyle et al. 1998)

b- Situation des légumineuses en Algérie

Quoique sur les 237.806.000 hectares, seulement 3,3% sont à vocation agricole,

l’Algériene demeure pas moins un pays de contrastes, se distinguant par une variation éco-

géographique très remarquée. Le désert occupe les 4/5 du pays et le 1/5 restant est largement

occupé par les étages bioclimatiques arides et semi–aride. Les étages subhumide et humide

couvrent des surfaces relativement plus restreintes. Cette variation des milieux s’accompagne

d’une importante diversité de la faune et de la flore.

Selon leMinistère de l’Agriculture et du Développement Rural (1992), l’Algérie

renferme 3300 espèces vasculaires spontanées dont 168 sont endémiques. Elle se classe en

deuxième position après le Maroc et elle est suivie par la Tunisie. A eux trois, ces pays se

partagent un héritage de plus 6151 espèces vasculairesspontanées dont 710 sont endémiques

au Maghreb.

Dans la flore algérienne, les Fabaceae sont représentées par environ 360 espèces et

sousespèces, dont 41 % rares à très rares et 13 % endémiques au sens large (Quézel et Santa

1962).La luzerne et le trèfle, sont peu représentatifs avec 1 à 5% de la superficie cultivée.
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Sous l'appellation luzerne cultivée, on classe deux espèces botaniques et leurs hybrides,

MedicagosativaL., Medicago falacta et Medicago media (ou Medicago varia Mortyn) hybride

entre les deux espèces précédentes (La pevronie, 1982; Mauries, 2003.).

2 -2-La luzerne (Medicago sativa L.)

a-Origines et caractéristiques de la plantes

SelonLESINS et LESINS, 1979et MESSIOUGHI, 2016laluzerne (MedicagosativaL.)

appartenant à la famille des Fabacées, est une plante pérenne largement répandue,

Hermaphrodite, à pollinisation autogame/allogame, résistante à la sécheresse et aussi c’est

une plante fourragère par excellence .C’est l’une des plantes fourragères les plus répondues

sur tous les continents. Sa culture remonterait à plus de 9000 ans, dans les hauts plateaux du

Caucase, L'Iran et Turquie d’où elle se serait répandue dans le monde entier (Mauriès, 2003).

Medicago sativa est une plante vivace à systèmes racinaires pivotantes, les racines ont des

nodosités, et les bactéries qu'elles contiennent (Sinorhizobiu mmeliloti) fixent l'azote de

l'atmosphère (Munro et Small, 1997).Le développement des tiges suit un ordre précis, on

distingue des tiges primaires, secondaires et tertiaire. Les feuilles sont en général de type

trifolié. Les fleurs sont regroupées en inflorescences, la couleur des fleurs chez Medicago

sativa Lest le mauve- violet (Mauriès, 2003). La fécondation est allogame. Le fruit est une

gousse plus ou moins enroulée, en forme spiralée. La graine est plus ou moins réniforme

(Camille, 1980).

b-Taxonomie  de la luzerne

D’après l’Angiosperm Phylogenic Group III (2009) (Référence électronique 2), la

classification botanique de la luzerne pérenne cultivée est comme suit :

 Domaine :.Eukaryota

 Règne : Plantae (Lignée verte)

 Sous règne :Tracheobionta

 Division : . Magnoliophyta

 Embranchement :Spermaphyta;

 Clade :Fabidae ou Eurosidae

 Ordre : Fabales

 Famille :Fabaceae (Légumineuses)

 Sous famille :Papilionaceae

 Tribu:Trifolieae

 Genre:.Medicago

 Espèce:Medicago sativaL.
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c-Morphologie de la luzerne.

C’est une plante herbacée vivace à tige dressée dès la base puis rameuse et anguleuse.

Sa hauteur varie de 30 à 90 cm (MESSIOUGHI, 2016). (figure 03)

Racine : La racine pivotante, en sol profond et bien drainé, descend habituellement à 2 m de

profondeur. On voit nettement la partie supérieure de la racine de la luzerne, son fort pivot et

les racines secondaires. Ces racines portent des petites excroissances isolées ou en grappes,

ce sont des nodosités ovoïdes ou d’aspect globuleux dont la taille ne dépasse pas 02 à 03 mm

(INRA MAROC, 1965 et GHEDIRI, 2007).

Collet : structure complexe située près de la surface du sol, conserve son activité

méristématique d'une année à l'autre et produit des bourgeons qui donnent naissance à de

nouvellestiges.

Tige : tiges dressées ou ascendantes, très rameuses Chaque pied compte 5 à 15 tiges et peut

atteindre près d'un mètre de hauteur.

Feuille : La première feuille est unifoliée. Les feuilles suivantes alternes, sont composées de

trois folioles égales, glabres, obtuses, un peu échancrées et denticulées (MESSIOUGHI,

2016).

Fleur : Les fleurs violettes ou bleuâtres, sont réunies en grappes allongées avec un fruit sous

forme d’une gousse plus ou moins enroulée et spiralée de 1 à 4 spires. La floraison se déroule

entre juin et octobre (MESSIOUGHI, 2016).

Fruit : Le fruit est une gousse non épineuse, recourbée en spirale à 2 - 3 tours de

spires renfermant plusieurs grains réniformes, luisants, nombreux de couleur jaune verdâtre,

le poids de 1000 grains est d’environ deux grammes (FOURY, 1954).

Graine : la luzerne a des graines de petite taille (environ 500 000 graines/kg).

(SICAFRANCE MAÏS, 1990).
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Figure 03: Morphologie de la LuzeneMedicagosativa L. (Chiders, 2008)

1: Fleur, 2: Fleur épanouie, 3: Fleur ouverte, 4 et 5 : Un pétale, 6: Une infloresence en

stade fructification, 7: une gousse, 8: Une graine, 9: Coupe longitudinale d'une graine.

d-L’aire de répartition du genre Medicago sativa L.

Pour Lapeyronie (1982), les luzernes s’accommodent des sécheresses périodiques,

elles sont adaptées à tous les types de sols qui ne sont pas trop humides. Elles sont distribuées

dans le bassin méditerranéen (le sud de l’Europe, l’Afrique du Nord, le proche Orient).

Certaines ont été introduites en Amérique du Nord, en Australie et en Europe du Nord.

D’après Derek et Ernest (1997), elles sont originaires d’Europe, d’Asie et d’Afrique et se

sont répandues dans d’autres continents sous forme de mauvaises herbes. Les travaux de

Mathieu (2003) et Hireche (2006) affirment qu’au cours du XIXème siècle, Les luzernes (les

espèces du genre Medicago) ont conquis l’ensemble de la zone méditerranéenne, elles ont

ensuite envahi d’autres parties du monde en particulier les continents américaines et

australiens à l’occasion des différents courants de la colonisation humaine (Delalande et al.

2007).
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Les luzernes annuelles ont parfois des distributions très limitées. Certaines espèces étant

endémiques, alors que d’autres sont colonisatrices. Une étude plus précise de la distribution

des espèces a été faite à partir des prospections de matériel spontané entreprise depuis de

nombreuses années sur l’ensemble du bassin méditerranéen (Prosperi et al. 1993). Les

espèces annuelles de Medicago se retrouvent dans tous les étages bioclimatiques : de

l’humide au saharien. Certains espèces sont à large spectre de répartition, d’autres ont une

distribution spatiale plus délimitée. M. truncatula et M. polymorpha, présentes dans tous les

étages bioclimatiques, sont considérées comme des formes ubiquistes, un ensemble d’espèces

formé par M. ciliaris, M. intertexta, M.orbiculariset M. murex, s’étend de l’étage humide au

semi-aride. Tandis que M. laciniataet M. minima sont présentes du semi-aride au saharien.

Les Medicago pérennes se rencontrent essentiellement sur les rives nord de la

Méditerranée et s’étendent jusqu’en Asie centrale ; quelques formes spontanées sont

localisées sur les hauts plateaux des chaines de l’Atlas Nord-Africain. Dans le complexe

d’espèces pérennes, l’infertilité est entretenue naturellement entre les différentes formes

spontanées qui le composent. Ainsi, le maintien de types différents (populations naturelles

ayant des caractères singuliers) est dû essentiellement à l’isolement géographique.

e-Intérêt de la luzerne

La luzerne est considérée dans tous les pays comme une plante fourragère de

première importance et dont la culture est la plus ancienne (La pevronie, 1982; Brumont,

2008). La luzerne est destinée à l'alimentation des animaux, ruminants et monogastrique, qui

se caractérise par une valeur énergétique moyenne et une teneur en protéines élevée (Génier

et al., 1992). L'intérêt de la luzerne réside également dans le rôle important qu'elle joue dans

l'amélioration de la structure des sols liée à son important système racinaire et qui laisse aussi

un tonnage important  de matière organique (Adem, 1974; Pousset, 2002). La luzerne à la

capacité d'assurer sa nutrition azotée grâce à la fixation symbiotique et aussi par la voie de

l'absorption de l'azote minérale de sol. Son rôle d'espèce épuratrice de nitratesgrâce à ses

possibilités de captage d'azote en profondeur est du plus vif intérêt (Muller, 1990 in Génieret

al., 1992). La composition chimique, la régularité du rendement font de la luzerne une espèce

industrialisable (luzerne déshydratée et concentré protéique foliaire destinés à l'alimentation

animale; protéine blanche Rubisco, bien- tôt utilisées par les industries pharmaceutique et
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(ou) agro- alimentaires humaines; source envisageable de fibre cellulosiques) (Génier et al.,

1992).

2-3-Rhizobium

2-3-1-Généralité

La biodiversité microbienne forme une ressource naturelle énorme pour l’humanité. Les

bactéries de racine (rhizobia) sont en particulier utiles par leurs capacités symbiotiques et à la

fixation d’azote dans la symbiose avec leurs plantes- hôte(Leslégumineuses) .Le mot

(rhizobia) en son strict sens faisait autrefois référence aux membres du genre Rhizobium.

C’est pourquoi Zakhia et al. (2004) ont  proposé le terme BNL (Bactéries Nodulant les

légumineuses) pour éviter toute confusion entre le terme général de Rhizobium et le nom du

genre.

2-3-2-Caractères des rhizobia

a -Caractères morphologiques et culturaux

Les rhizobiums sont des bactéries à Gram négatif, strictement aérobies, possédant une

forme de bâtonnets de 0,6 à 0,9 μm de largeur et de 1,2 à 3 μm de longueur et non

sporulants(Jordan, 1984). Phylogénétiquement, ils appartiennent à la subdivision d'Alpha-

Proteobacteri. (Zakhia et de Lajudie., 2001; Laranjo et al., 2002). Ce sont des bactéries

mobiles grâce à un flagelle polaire ou subpolaire ou 2 à 6 flagelles péritriches(Werner,

1992)Les espèces de rhizobia en culture ont besoin d'un milieu de culture qui renferme une

source de carbone et une source d'azote plus des sels minéraux (Somasegaran et Hoben,

1994). En comparaison avec d'autres bactéries de sol, les rhizobium et le Bradyrhizobium ont

une grande exigence pour le Ca2+ , Fe2+ et Co2+ , leurs besoins en vitamines sont très

variables, le genre Bradyrhizobium est généralement stimulé par la biotine, alors que le

Rhizobium a besoin conjointement de thiamine et de pantothénate(Werner, 1992)

D'après Somasegaran et Hoben (1994), les rhizobia sont réparties en trois groupes. Le

premier comporte les rhizobia à croissance rapide qui produisent une turbidité dans le milieu

liquide en 2-3 jours avec une vitesse de dédoublement chaque 2-4 heures. Le deuxième

comprend les Mésorhizobium qui sont des bactéries à croissance moyenne, elles produisent

une turbidité dans le milieu liquide en 3-4 jours. Alors que les Bradyrhizobium désignent
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letroisième groupe de rhizobia à croissance lente qui produit un trouble dans le milieu liquide

au bout de 4-5 jours. Le milieu le plus utilisé pour la culture des rhizobia est le milieu YMA

(Yeast Mannitol Agar) contenant des sels minéraux, du Mannitol, de l’extrait de levure et de

l’agar (Vincent, 1970). Les souches peuvent apparaitre au bout de 3 à 5 jours, elles ont une

forme circulaire, incolore ou de couleur blanches, crème, opaques ou translucides, humides,

comme elles peuvent être aussi brillantes. Les colonies jaunes sont rencontrées surtout dans

les cultures âgées (Somasegaran et Hoben, 1994).

b -Caractères biochimique

Les caractères biochimiques évaluent la présence et/ou l’activité de différents

enzymes tels que le glutamate déshydrogénase, la nitrate réductase, l’uréase, le glucose

6phosphate déshydrogénase, l’adénylate kinase et l’indole- phénol oxydase, ainsi que d’autres

enzymes impliqués dans les voies métaboliques d’assimilation des substrats carbonés (El-

Hilali, 2006). Les rhizobia à croissance rapide présentent un spectre d’assimilation très large

visà-vis des substrats carbonés par rapport aux rhizobia à croissance lente (Graham,

1963).Cependant la majorité des souches à croissance lente préfèrent le pentose. Les rhizobia

n'assimilent pas l'azote en dehors de la plante hôte et ont besoin d'une source d'azote

ammoniacal ou aminé pour leur développement à l'état libre (Pelmont, 1995).

c -Caractères physiologiques

Les caractères physiologiques regroupent le taux de croissance de la bactérie à

différentes température, la tolérance aux variations du pH et à différentes concentrations en

sels, mais aussi la résistance aux antibiotiques. La croissance des rhizobia est optimale à une

température de 28°C et un pH entre 6 et 7 (Burton et Elkan, 1985)

d- Caractères symbiotiques

Les caractères symbiotiques indiquent la capacité infective, effective et compétitive

d'une souche donnée. Alors que l'infectivité des rhizobia exprime le pouvoir de la bactérie à

noduler la plante hôte. Elle peut être facilement évaluée par le dénombrement des nodosités

formées. (El-Hilali, 2006).



Etude Bibliographique

12

2-3-3-Classification des rhizobia

Actuellement, les rhizobia comportent 13 genres et 117 espèces (Weir, 2016). Elles

appartiennent à la subdivision alpha des protéobactéries dans les genres de: Rhizobium,

Mesorhizobium et Bradyrhizobium (Zakhia et De Lajudie, 2001). Au cours des dernières

années des rhizobia ont été aussi découverts dans les béta protéobactéries dans les

genresShinella, Cupriavidus,Herbaspirillum. Les différentes espèces reconnues des rhizobia

sont fondues dans les genres décrits ci- dessous:

Rhizobium(Frank, 1889), qui contient 49 espèces. –Mesorhizobium(Jarvis et al.,

1997), qui contient 21 espèces. - Ensifer autrefois Sinorhizobium(Young, 2003), contient 17

espèces. –Bradyrhizobium(Jordan, 1982), qui contient 9 espèces. - Burkholderia, (Chen et

al., 2007) contient 7 espèces. – Azorhizobium(Dreyfus et al., 1988), qui contient 2 espèces. -

Microvirga, (Arley et al., 2011), qui contient 3 espèces. -Phyllobacterium, (valverd et al.,

2005), qui contient 3 espèces. - Ochrobactrum, (Zurdo-Piñeiro et al., 2007), qui contient 2

espèces. -Methylobactérieum qui contient 1 espèce. -Cupriavidus qui contient 1 espèce. -

Devosia qui contient 1 espèce. –Shinella(Lin et al., 2008),qui contient 1 espèce

3- Etablissement de la symbioseRhizobium-légumineuse

La symbiose Rhizobium-légumineuse est le résultat d'une interaction hautement

spécifique entre la plante et la bactérie. A la suite de mécanismes complexes de

reconnaissance entre les deux organismes, via un dialogue moléculaire notamment, la bactérie

induit chez la légumineuse la formation sur les racines d'un organe spécialisé, le nodule, à

l'intérieur duquel la bactérie, intracellulaire, se différencie en bactéroïde capable de fixer

l'azote atmosphérique en le réduisant, via le complexe nitrogénase, en ammonium (Perret et

al., 2000 ; Gibson et al., 2008). Certaines légumineuses sont également capables de former

des nodules sur les tiges, appelés nodules caulinaires (Dreyfus et Dommergues, 1981 ;

Giraud et Fleischman, 2004). L'établissement et le fonctionnement de la symbiose sont sous

le contrôle génétique de chacun des deux partenaires.(Figure 04).

Les légumineuses permettent ainsi une réduction de l’utilisation des engrais chimiques

azotés soit en utilisation directe (légumineuses alimentaires par exemple), soit lorsqu’elles

sont utilisées en rotation de culture en tant qu’engrais verts. Les légumineuses jouent donc un

rôle essentiel dans les écosystèmes naturels, en agriculture et en agroforesterie, en colonisant
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des espaces pauvres en azote et en constituant une source majeure de fertilisants naturels et

économiques pour les cultures. Cependant, beaucoup de légumineuses sont sensibles à la

sécheresse et à l’acidité des sols, ce qui gêne l’expansion de ces cultures dans les régions à

faible pluviométrie. Ainsi, l’identification d’espèces hôtes et rhizobiennes tolérantes au sel

et/ou à l’acidité des sols sont une priorité dans le domaine de la recherche agricole (Graham

et Vance, 2003).

Figure 04: Différentes étapes de l’établissement de la symbiose rhizobia-légumineuse.
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4 -La nodulation

4-1- Mécanisme de la nodulation

Le processus de nodulation est très complexe, régulé à chaque étape par un échange de

signaux nécessaires à l’interaction entre les deux espèces.

4 -2-Processus de nodulation

L’établissement de l’association symbiotique, la formation des nodules et la fixation

de l’azote sont la conséquence d’une série d’interactions contrôlées par signaux moléculaires

entre la plante et son hôte bactérien. L’organogénèse des nodosités, depuis l’infection

jusqu’au développement, est aujourd’hui parfaitement bien connue (Madigan et al., 2007).La

constitution d’un nodule fonctionnel peut être devisée en 3-étapes (Figure 05) :

4-2-1-Pré-échange de signal d’infection

Le processus de nodulation commence par un échange de signaux entre la plante hôte et

la bactérie. En condition de carence en ions d’ammonium (NH4+), les plantes produisent des

flavonoïdes (molécules signales) au niveau de leurs racines (Patriarca et al., 2004). Ce signal,

une fois perçu par le Rhizobium, induit l’expression de gènes nod codant pour les enzymes de

synthèse de facteurs Nod (lipochitino-oligosaccharides ou LCO) (Dénarié, 2000). Ceux-ci

sont des signaux de nodulation ciblant le programme organogénétique de la plante (Patriarcaet

al., 2004).  Les rhizobiums diffèrent dans la structure de leurs facteurs de nodulation

constituent un deuxième niveau de contrôle de la spécificité d’hôte (Moschetii et al., 2005)

4-2-2-Infection

Les bactéries s’attachent aux racines par l’intermédiaire d’une molécule d’adhésion

spécifique localisée à la surface des cellules, « la rhicadhésine ». Des lectines sont également

impliquées dans l’adhésion mais elles participent à un degré moindre que la rhicadhésine

(Perry et al., 2004). Les bactéries migrent vers l’extrémité des poils absorbants, s’y fixent et

libèrent à leur tour des hormones (acides gibbérellique et indole-acétique) qui assouplissent la

paroi cellulaire (Dupuy et Nougier, 2005). Le Rhizobium s'apprête alors à entrer dans la

plante. Le facteur de nodulation induira une dépolarisation de la membrane, une fuite

d'électrolytes et une oscillation de la concentration du calcium (Bélanger, 1998).
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Seuls les jeunes poils absorbants peuvent être courbés pour entourer les cellules

bactériennes (Machrafi, 2001). En réponse le poil absorbant secrète une enzyme, « la

polygalacturonase », qui fragilise la paroi ; la pénétration des bactéries est ainsi facilitée

(Dupuy et Nougier, 2005). Cette pénétration se fait par un mécanisme d’invagination (Perry

et al., 2004). Les cellules bactériennes entrent par un poil absorbant, perdent leur membrane

externe et changent de forme.

4-2-3-Développement du nodule et maturation des bactéroïdes

Dans le poil absorbant, des vésicules golgiennes convergent vers le point de contact,

forment un cordon amorphe contenant des mucilages limités par des fibrilles cellulosiques

d’origine végétale; c’est le filament d’infection (Dupuy et Nougier, 2005). Ce cordon relie

les cellules épidermiques aux cellules corticales. De là, l'organogenèse se poursuivra jusqu'à

l'obtention d'un nodule (Bélanger, 1998). Arrivé dans la zone corticale, le cordon se ramifie

et envahit la presque totalité de la racine. La zone corticale réagit par l’augmentation de taille

mais aussi par la multiplication cellulaire activée par la libération de cytokinines bactériennes

; un méristème se forme ou différencie une excroissance appelée nodule (Dupuy et Nougier,

2005).

La dernière étape de la formation du nodule consiste en un relâchement des

rhizobiums à partir des cordons d'infection à l'intérieur  des cellules corticales suivie de la

division et la différenciation des rhizobiums en cellules fixatrices d'azote reconnues sous le

nom de bactéroïdes (Machrafi, 2001). La majorité de la population bactérienne se transforme

en bactéroïdes de forme branchée, sphérique ou en massue. Une membrane péribactéroïdienne

enveloppe ces bactéroïdes (Perry et al., 2004). Elle protège la plante contre l'ammoniac

produit et une pathogénicité potentielle de la bactérie, tout en maintenant un gradient d'azote,

d'oxygène et de nutriments nécessaires à la fixation de l'azote (Bélanger, 1998).



Etude Bibliographique

16

Figure 05 : Développement des nodules sur les racines dans un cas de symbiose entre

Rhizobium et une plante (Perry et al., 2004).
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1- Echantillonnage des nodules

Pour répondre à la problématique de la diversité bactérienne symbiotique associée à

Médicago sativa L, une compagne d’échantillonnage a  été conduite le mois de Mars sur

deux région dont : El Attaf (Latitude : 36° 13' 26" N ; Longitude :   1° 40' 19" E) et Ain

Lechiackh (Latitude : 36.15848 ; Longitude : 2.40514)(figure 06). Le travail a été réaliser au

niveau de laboratoire de recherche.

Le site a été choisi en fonction de l'objectif de notre sujet, visant la présence des

plantes légumineuse, telle que Medicago sativa .L.

Figure 06: Carte  géographique de la wilaya d’Ain Defla représentant la localisation des

sites d'échantillonnages. ( Google earthe ).

2-Isolement des bactéries  nodulant la luzerne (Médicago sativa L)
2-1- Collecte des nodules

Les nodules ont été collectés à partir des plantes durant la saison de croissance

végétative lorsque les nodules sont  bien développés et visibles au niveau des racines.

L’opération est effectuée selon la méthode de Vincent (1970) et Somasegaran et

Hoben(1994)(figure 07):

- On creuse environ 15cm autour de la plante et 20cm de profondeur pour extraire la plante
etson appareil racinaire.

- On se débarrasse soigneusement du sol lié au niveau des racines pour nepas endommager les
nodules.

-Enfin on place le tout dans un sac en plastique.

-Au laboratoire, les racines sont délicatement lavées à l’eau courante pour éliminer toute trace
de terre.Les nodules sont détachés à 1-2mm du site d’attache, puis rincées et séchées.
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Figure 07: Les étapes de collecte de nodulesa partir de Medicago sativa L

2-2 -Technique d’isolement des BNL

Les nodules sont immergés  dans de l’hypochlorite de calcium pendant 2 minutes pour

désinfecter la surface, ensuite ils sont rincés dix fois avec de l’eau distillée stérile pour

élimine toute trace du désinfectant. Les nodules stériles ainsi traités sont écrasée

individuellement dans une  boite pétri  stérile. On dépose quelques gouttes d’eau distillée

stérile bien séparées, dans chacune d’elles puis un nodule sera écrasé avec une pince stérile

(figure 08).L’extrait de chaque nodule est ensuite étalé  sur une boite de Pétri contenant le

milieu YEM gélosé (annexe 1) . Les boites ensemencées sont incubée à 28 °c pendant  5 à 10

jours.

Figure 08 : Technique d’isolement des bactéries nodulant la luzerne

2-3- Purification des isolats

De chaque boite incubée, des colonies bien isolées sont repiquées sur milieu YEM et

incubées à 28 °C pendant 48h à 72h. Cette opération est renouvelée jusqu'à l’obtention de

cultures pures.(Figure 09).
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Figure 09 : Technique de purification

3-Conservation des isolats

Suite aux différentes étapes d’analyses précédentes, les isolats sélectionnés ont été

maintenus à 4°C dans des tubes contenant du milieu YEM à gélose inclinée,

4-Caractérisation morphologiques des isolats

4-1-Etude macroscopique

L’observation macroscopique permet de déterminer la couleur, la taille, la forme, le

contour des colonies ainsi que la pureté des isolats.

4-2-Etude microscopique

Après coloration de Gram (Annexe 02) les cultures sont examinées au microscope

photonique pour déterminer le Gram, la forme des cellules le mode d’association et la pureté

de la culture.

5- Test de bleu de bromothymol (BTB)

Chacune des isolats testées est mise en culture dans des boites de Pétri contenant du

milieu YEM gélosé additionné  de Bleu de Bromothymol à une concentration de 0.0025%

(w / v), (Annexe 3) qui est un indicateur  coloré de pH. Les boites inoculées ont été mises en

incubation pendant 5 jours. Les réactions ont été identifiées par le changement de la

coloration de milieu .Une coloration jaune indique une réaction acide donc la souche

appartient au bactéries à croissance lente (genre Bradyrhizobium) et une coloration Bleu

foncée indique une réaction basique donc la souche appartient au bactéries à croissances

rapide (genres Rhizobium, Mesorhium )(Jordan 1984).
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6-Caractérisation biochimiques

6-1- Test de la catalase

Il s’agit de la recherche de la catalase : enzyme importante pour l’élimination du

peroxyde d’hydrogène selon la réaction suivante : 2H2O2→ O2 + 2H2O.Le principe consiste à

prélever une colonie à partir du milieu solide et de la mettre surune lame stérile, puis ajouter

une goutte d’eau oxygénée H2O2 à 10 volumes. La mise enévidence de la catalase se traduit

par un dégagement immédiat des bulles gazeuses.

6-2- Test de l’oxydase

Il s’agit de la recherche du cytochrome oxydase, dernière enzyme de la chaîne

respiratoire qui assure le transfert des électrons sur l’oxygène ou sur un autre oxydant

minéral.

A l’aide d’une pipette Pasteur boutonnée, une colonie est déposée sur des disques

imprégnés du réactif oxalate de N-diméthyle paraphénylène-diamine de couleur rose. Si la

couleur du disque vire vers un violet noirâtre, il s’agit de bactéries oxydase positive.

6-3-Galerie API 20E

Afin de caractériser les isolats biochimiquement un test sur galerie API 20 E a été

réalisé selon le Protocol de bioMérieux. La galerie est un système standardisé pour

l’identification des bacilles à Gram négatif non fastidieux. Elle comporte 20 micro-tubes

contenant des substances déshydratés.

6-3-1-Préparation et inoculation de la galerie

La préparation de la galerie se fait d’abord par la répartition de 5 ml d’eau distillée dans

les tubes àessai pour reconstituer les milieux.Pour préparer l’inoculum, il faut prélever 1 à 4

colonies de morphologie identique préférentiellement des cultures jeunes.

-Pour les tests CIT, VP et GEL, remplir tube et cupule.

- Pour les autres tests, remplir uniquement les tubes (et non les cupules).
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- Pour les tests : ADH, LDC, ODC, H2S, URE créer une anaérobiose en remplissant leur

cupule d'huile deparaffine.

• Refermer la boîte d'incubation.

• Incuber la galerie .

Les cupules des tests d’assimilation sont inoculées avec un milieu minimum et les

bactéries se développent seulement si elles sont capables d’utiliser le substrat correspondant.

La lecture de ces réactions se fait à l’aide du tableau de lecture.

Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages

colorés spontanés ou révélés par l’addition de réactifs comme dans le cas des deux tests TDA

et VP et le teste IND.

6-3-2-Lecture de la galerie

Après incubation, la lecture de la galerie doit se faire ense référant au Tableau de

Lecture.

• Si 3 tests ou plus (test GLU + ou –) sont positifs, noter sur la fiche de résultats toutes les
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- Révéler les tests nécessitant l'addition de réactifs.

REFERENCES

7-Caractérisation physiologique

7-1-L’effet de  pH

Des milieux YEM solides, sont préparés avec des différentes valeurs de pH (4;  5;  9 et

11), coulés dans des boites de Pétri, puis ensemencés par les isolats étudiées et incubés à  28

°C pendant 72 heures.

7-2-L’effet de  température

L’évaluation de la tolérance aux fortes températures a été effectuée par l’incubation des

isolats ensemencés sur le YEM gélosé, aux différentes températures (4° C, 30° C, 37° C et

45° C) pendant 72 heures.

7-3-L’effet du NaCl

L’évaluation de la tolérance au NaCl a été effectuée par culture des isolats sur le YEM

liquide renferme  des teneurs croissantes de NaCl (0,3M, 0,4M, 0,6M, 0,8M, 1M,),

L’incubation dure 72 heures à  28° C.

8-Etude de la sensibilité et de la tolérance des isolats aux antibiotiques

Le principe est basé sur l’observation de la croissance bactérienne en présence

desantibiotiques par diffusion à partir des disques dans un milieu gélosé. La croissance

bactérienne s’arrête lorsque les bactéries sont en contact avec une concentration inhibitrice.

Le diamètre de la zone d’inhibition varie selon la sensibilité des isolats.

Technique de manipulation suivant CHABBERT, Y.A. (1972) : la boite de Pétri

gélosée est innondée avec 3 à 5 ml de culture bactérienne, on réaspire l’excès en inclinent la

boite dans plusieurs directions puis on applique les disques a 15 mm de la périphérie de la

boite en appuyant légèrement pour assurer le contact avec le milieu.

-Après l’application, les boites sont laissées pendant 30min puis incubé à 28° C pendant 72h.

- Les différents diamètres des zones d’inhibitions sont mesurés.

-Les bactéries sont classées dans les catégories suivantes : résistantes, et sensibles.
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Tableau01 : Les antibiotiques utilisés avec charges des disques.

Antibiotique testes Le signe Charge dudisque

Nalidixic acide NA 30μg

Ampicilline AMP 30μg

Tétracycline TE 30μg

Erythromycine ERY 15μg

Streptomycine SMN 10μg

Rifamycine RAM 30μg

chloramphenol CHL 30μg

9-Authentification des isolats

La capacité d’induire la formation de nodosités sur les racines des légumineuses hôtes

est un critère de base dans la caractérisation de rhizobia (Graham et al., 1991). Afin de

confirmer l’aptitude réelle des isolats à noduler la plante hôte, nous les avons testées en les

inoculant à de jeunes plants de Medicago sativa L.

9-1-Germination des graines

Après sélection des graines saines de Medicago sativa L nous avons procédé à leurs

stérilisations en surface selon le protocole suivant :

Les graines sont mises dans un bain de  l’hypochlorite de calcium à 3% pendant 3 à 4

min ; Ceci est suivi d’un très bon rinçage abondant, pour éliminer toute trace du désinfectant.

En suite elles sont mise en imbibition dans l'eau distille stérile pendant une nuit à 4 °C, puis

mises à germer à l’obscurité à (25°C) dans desboîtes Pétri contenant l’eau gélosé à 1%.

9-2-Culture des plantules
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9-2-1-Préparation des tubes de cultures

Des tubes à essai qui contient du papier kraft sont remplis jusqu’au bout par la solution

nutritive pour plantes dépourvue d’azote(Bertrand, 1997), (Annexe 04), la partie supérieure des

tubes est fermée avec du papier aluminium maintenu  par un élastique, puis ils sont stérilisés à

l’autoclave pendant 20 min.(figure10).

Figure 10: préparations des tubes de cultures

9-2-2-Mise en culture des plantules

La racine de chaque plantule d’une taille de 1 à 2 cm est introduite en tube, à travers

du papier aluminium stérilisé à l’éthanol (70%) et percé par une pointe rougie à la flamme.

Les tubes sont ensuite déposés  en chambre du culture.

9-2-3-Inoculation des plantules

Après deux jours de croissance, les jeunes plantes sont inoculées indépendamment à

l’aide d’une seringue stérile par 1 ml de suspension bactérienne en phase exponentielle de la

croissance de chaque souches mise en culture dans du YEM liquide.(Figure 11) ,un traitement

témoin non inoculé est réalisé.
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Figure 11 : l’inoculation des plantules
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1-Phénologie de la nodulation de Médicago sativa L

Les nodules observés ont une morphologie caractéristique de la plante hôte

notamment ;  l’aspect lobé et bilobé. Généralement  les petites nodules sont assez souvent

arrondies, blanchâtre tandis que les plus anciens  acquièrent  des tailles différentes (varie de

fraction du millimètre au centimètre). L’ensemble de ces observations confirme bien le fait

que la morphologie des nodules soit déterminée par l’espèce  végétale et ne dépend pas de la

souche de Rhizobium (Nutman, 1959 ; Dart, 1977 ; Rasanen, 2002). (Figure 12)

La couleur extérieure des nodules observés varie entre le blanc et le marron.Cloonan

(1963) et Doberiner (1965) soulignent que la couleur des nodules n’est pas liée à celle de la

racine. Elle dépend beaucoup plus de la qualité physico – chimique du sol et de présence de la

lèghémoglobine dans le nodule

Figure 12: Aspects des nodules  observés sur les racines de Medicago sativa L.

2-L’isolement bactérien à partir des nodules

Des colonies bactériennes rappelant les Rhizobiums sont obtenues après

ensemencement du broyat des nodules sur YEM (72 heures d'incubation à 28° C). Vu la

diversité des microorganismes observés on a procédé à des purifications par passages

successifs sur milieux solides (figure 13) pour enfin purifier les souches de Rhizobium.

On a choisis les isolats du genre Rhizobium en se basant sur:

1-Le temps d’incubation (72 heures).

2-forme des colonies: colonies muqueuses, bombées, circulaires et Brillantes aspect mielleux.

LES NODULES
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Cette opération, nous a permis d’obtenir une collection de  huit  souches (RH1, RH2, RH3,

RH4 RH5, RH6, RH7 et RH8)

Figure 13: aspect macroscopique de quelques colonies de Rhizobia après 3 jours de

culture sur YEM à 28°c (résultats de première purification).

3-Caractérisation morphologiques

3-1-Etudes macroscopique

Au bout 3 à 5 jours, une croissance très importante est détectable sur milieu YEM.

Les  colonies formées par les souches isolées des nodules de le la luzerne ont bien poussé sur

le milieu YEM (figure 14) apparaissent homogène le long de stries. Elles sont circulaires de 2

à 4 mm de diamètre et présentant les caractéristiques morphologiques des rhizobia décrites

par Dommergues et Mangenot (1970) et Lajudie et al. (1994).

Figure 14: Résultats d’isolement et purification d’isolats.

La plupart des colonies sont de couleur blanchâtre à crème, sous forme ronde avec un

contour régulier, une surface bombée et lisse. Elles sont translucides, avec une texture
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homogène et marquées par une forte viscosité qui augmente avec le temps d’incubation

notamment  RH1, RH3, RH4 ,RH5 , RH 7 et RH8 (figure 15) .Cette viscosité est moins

important chez certaines souches comme RH5 , RH2 et RH6 .Selon Upchurch et Elkan (

1977) , Bekki( 1986) , Tao( 1994) et Zahran et al.( 1994) la viscosité des colonies et dus à

une production massive d’exopolysaccharides qui peuvent avoir un rôle dans la tolérance des

souches de rhizobia à la salinité.

Selon Rosenberger et al, (2004) les lipopolysaccharides (LPS) des Rhizobium sont

d'importants facteurs de virulence, permettant de surmonter les mécanismes de défense du

pathogène, ils jouent un rôle important dans la suppression des champignons qui est

accompagnée d'une perte intracellulaire de survie qui réduit ainsi fortement la virulence des

souches. Abramovitz et al., (2004), montrent que dans le cas des Rhizobium, les LPS se

distinguent comme substance antifongique, alors que Chakraborty et Chakraborty, (2006)

ont constaté que le Verticillium alboatrum et le F.oxysporum ont été inhibés respectivement

par 7, 6 et 7,8% des isolats de Rhizobium grâce à leurs productions de polysaccharides. Une

production d'amylases par des souches indigènes (brésil) à partir de différents substrats

carbonés a été rapportée par de Oliveira et al., (2007).

Figure 15: Exemple de production de polysaccharides par les isolats : Rh8, Rh4.

Production de lipopolysacharides



Résultats et discussions

31

3-2-Etude microscopique

Pour vérifier que nos cultures bactériennes sont pures, une coloration de Gram a été

réalisée, qui va permettre de visualiser les bactéries au microscope  optique. L’observation

microscopique permet d’observer des bâtonnets de taille différente et des bacilles roses à

Gram négatif compatibles avec l’aspect microscopique des rhizobia (figure 16).

Figure 16: aspect microscopique des souches rhizobium Rh 1 Observation (G×100) au

microscope optique.

4- Test de bleu de bromothymol (BTB)

En fait, le Bleu de Bromothymol est un indicateur coloré qui permet de mettre en

évidence une réaction acide ou basique dans une gamme de pH qui s’étend de 6 à 7.6. Les

souches à croissance rapide sont considérées comme des bactéries acidifiantes (virage de la

couleur du BTB vers le jaune), contrairement aux souches à croissance lente qui sont

considérées comme des bactéries alcalinisantes qui donnent un virage de couleur au bleu

(Jordan, 1984, Beck et al., 1993., Pagano, 2008).

Dans notre cas on observe un virage de couleur du bleu vers le jaune pour les isolats

RH1, RH4, RH5. Ce virage de couleur après 3 jours d’incubation signifie une acidification du

milieu ce qui prouve que ces isolats ont une croissance rapide (Beck et al., 1993),

contrairement aux souches RH2,RH3, RH6, RH7 ,  RH8 (figure 17) à croissance lente

(croissance après 5 jours) qui sont considérées comme des bactéries qui alcalinisent le milieu

de culture (Jordan., 1984 ; Beck et al., 1993 ;Pagano., 2008).

Rh1
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Figure 17 : aspect macroscopique de la croissance de quelques souches sur  milieu de

culture YEM + bleu de bromothymol à 28 ° C pendant 72 heures.

A : effet d’acidification

B : effet d’alcalinisation

5-Caractérisation biochimiques

5-1-Test de catalase et oxydase

L’ensemble des souches étudiées catalase et oxydase positives; les Rhizobium sont des

bactéries aérobies.

.

Catalase  (+) Oxydase(+)

Figure 18 : Résultats de Test de catalase et oxydase
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5-2-Galerie API 20E

20 tests biochimiques ont été réalisés sur huit souches étudiées .Ce test est réalisé

dans le but de voir la source carbonée préférée par les différentes souches étudiées, il est

l'une des bases de l’identification biochimique. Les résultats sont récapitulés dans le

(Tableau 2 et figure 19).

Tableau 2 : résultats de la caractérisation biochimique (la galerie)

5-2-1-Résultats des tests conventionnels

Le test de ONPG montre que  toutes  les souches possèdent l’enzyme β-galactosidase

sauf la souche  RH4 et RH6. Cependant l’arginine n’est   hydrolysé que par les souches RH2,

RH 6  qui sont capable  aussi de transformé la lysine (acide aminée) par la lysine
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La formation d’acide indole pyruvique a partir de tryptophane (acide aminée) grâce a

le tryptophane désaminase est réalisé par les souches RH2 RH6 et  RH7.

Les tests  de  la production du sulfure d’hydrogène (H2S) à partir du thiosulfate (S2O3)

et la libération d’ammoniac à partir de l’urée grâce à l’uréase ainsi que la transformation de

l’ornithine (acide aminé) par l’ornithine decarboxyle n’est réalisé par aucune souches

contrairement  au test d’assimilation de trisoduim citrat, comme seule source de carbone

appelé aussi le citrate de sodium, qui s’est révélé  positif chez toutes les souches.

La présence d'une gélatinase (protéine) a été révélée par la diffusion du pigment, le

résultat est positif pour toutes les souches à l'exception des souches RH1  et RH3.

Le test de Voges Priskauer. Montre que les souches Rh 2 Rh6 Rh8 capables  de

produire l’acétoine  à partir du pirivate de sodium.

5-2-2 .Résultats des tests de métabolisme des glucides

L’utilisation des glucides comme seule source de carbone et d’énergie a été également

étudiée,  09 sucres ont été utilisé qui sont :   D-glucose, L’arabinose, Rhamnose , D-mannitol

(polyol ), Inositol ,  Sorbitol , Mélobiose , Amygdaline , Sucrose.

Le tableau 2 montre que :

-Les souches utilisent différemment les sucres.

- Toutes les souches dégradent préférentiellement et rapidement le mannitol (polyol),

- Le glucose (monosaccharide) et le Sucrose et  l’Amygdaline est dégradé par la moitié du

des souches (RH2, RH6, RH7, RH8).

- Le sorbitol (polyol) est dégradé par une seule souche qui est la RH6.

- L’inositol n’est pas degradé  pas par toutes les souches.

- Le  Mélobiose est dégradé par les souches RH2, RH7, RH8.

- L’Arabinose   est dégradé  par les souches RH 2 RH 5 RH 6, RH7, RH 8.

- Le Rhamnose est dégradé  par deux  souches : RH 7 RH8.
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Certains travaux indiquent que les rhizobia peuvent utiliser différentes sources de

carbone ce qui les caractérisent (Cepeda-Hernandez, 2005). L'étude de l'assimilation de

diverses sources de carbone par différentes souches appartenant au genre Rhizobium ont une

grande aptitude à assimiler les mono, et les disaccharides. Cependant les bactéries du genre

Bradyrhizobium ont une aptitude variable pour l'assimilation des monosaccharides et moindre

pour les disaccharides (Stowers, 1985).

Un nombre important de travaux s’est penché sur ce métabolisme on peut citer les

travaux de Allen et Allen (1950) qui ont constaté que tous les Rhizobium à croissance rapide

utilisent facilement les mono et les disaccharides et de manière restreinte les tri et les sucres

contenant des fonctions alcools, de même Graham (1964 a/b) a montré que toutes les

souches de Rhizobium sont capables de se développer sur des composés représentant des tri et

disaccharides, des aldoses et polyalcools.

Les tests biochimiques réalisés sur les rhizobia montrent ainsi une diversité de

caractère traduisant une variabilité importante de l’équipement enzymatique des souches de

rhizobia étudiées (Kedjar, 2001 ; Bensaid, 2002).

Figure 19 : Exemples des résultats obtenus dans les caractérisations biochimiques sur

galeries (photo originale)
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Vessey,2006 ;Brigido et al.,2006) . Dans cette partie, l'effet du pH, de la température et de

la salinité sur la croissance des souches bactériennes a été étudié.

6- 1-L’effet de  pH

Une croissance optimale de la majorité des isolats est observée entre 6.8 et 8 (pH

neutre) ainsi qu’au pH alcalin cependant au pH acide, on observe une croissance moindre.

Vincent (1970) et Jordan (1984) ont constaté que le pH optimum de la croissance des

rhizobiums est entre 6 et 7. Les rhizobiums adoptent des mécanismes différents pour survivre

dans les conditions acides du sol (Zahran., 1999).

Toutes  nos souches ont toléré des   PH jusqu’à  11(Figure  20) .L’alcalinité est moins

néfaste pour la survie des Rhizobiums. Jordan (1984) a montré que la majorité de ces bactéries

peuvent tolérer des pH allant jusqu'à 9, L'acidité du sol limite la fixation symbiotique de

l'azote par limitation de la survie du Rhizobium et sa persistance dans les sols, ainsi que la

réduction de la nodulation (AppunuetDhar., 2006).

D’après El-Hilali (2006) la tolérance des souches à l’acidité est peut être due au pH

acide du milieu d’isolement de ces souches. Raza et al. (2001) ont montré que les souches de

Rhizobium isolées des nodules Lupinus albus de l’Egypte tolèrent des pH extrêmes dont

l’intervalle allant de 4 à 10.

Figure 20: Aspect macroscopique des  quelques souches a différents  pH (photo

originale).
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6-2- L’effet de  température

Ce test a été effectué dans l’objectif de déterminer la croissance des souches a

déférentes températures, et de se fait sélectionner ceux qui présent une croissance à des

températures extrêmes.

Après 72 heures d’incubation sur le milieu YEM, les résultats montrent que la plupart

des isolats sont capables de croitre variablement à des températures différentes allant de 4°C

(figure 21), avec un optimum de croissance entre 28°C et 31°C.

Notre résultat montre que :

-Pour la température de 37 °C la plupart des souches ont poussé à l’exception de RH3, RH7,

Par contre à la température de 4°C seul les souches RH1, RH3, RH7  ont poussé .selon

ZAHRAN (1999) l’intervalle de température de croissance  pour la plupart de rhizobiums est

de 28°C  à31°C.

Figure 21 : aspect macroscopique des souches à différents températures

A : 4°
C

B : 37°C

C :45°C D :30°C
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Parallèlement à nos résultats Bordeleau et al (1994) rapporte que les rhizobia sont

tolèrent aux basses températures de l’ordre de 4°C 5°C. (Figure 22)

En ce qui concerne la température de 45°C nos isolats ne présentent aucune

croissance. Mais il ’y a des  études qui ont montré que les rhizobia de  légumineux ont

l’aptitude de tolérer une température de 40°C (Lajudie et al., 1994 ; Zahran et al., 1994 ;

Missbah El Idrissi., 1996).

Notre résultats rejoignent ceux de Moawad et Beck (1991) ; Jordan (1984) ;

Graham(1992) qui montrent que les rhizobia cultivent bien entre 20°C et 40°C.

Les souches qui résistent à températures très élevées n’ont pas une bonne capacité

pour la fixation de l’azote atmosphérique, cette thermorésistante est probablement liée à la

capacité des bactéries à survivre dans des périodes chaudes (Räzänen., 2002).

Lipsanen et LindstrÔm (1989) montrent qu’il existe des souches qui tolèrent des

températures extrêmes comme celles qui nodulent certaines légumineuses dans les régions

arctiques.

Figure 22:Evaluation de la croissance des isolats de Medicago sativa L. à différents

températures.
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6-3- Tolérance au NaCl

Les effets du NaCl semblent être un bon indicateur de la réponse des rhizobiums aux

conditions de salinité différentes (Diez et al., 2009) Nous avons observées une bonne

croissance à des concentrations de NaCl variant de 200 mM à 600mM (Figure 23) , a

l’exception des isolats RH2 et RH6 qui n’ont pu se développer qu’ a 400 mM de NaCl ces

résultats sont en corrélation avec les rapports intérieurs sur les souches de genre

Sinorhizobuim isolés des légumineuses sauvage en Tunisie (Zakhia et al ., (2004) ;Zribi et

al .,2004 ;Mahdhi et al .,2007 ; Mahdhi et al .,2008 ) .

Figure 23: aspect macroscopique des souches a déférent   concentration de NaCl

A : 600 mM       B :200 mM       C :400mM         D :800mM.

A partir de 600mM la croissance de ces souches est inhibée. Serraj et al (2004)

montrent que la sensibilité des souches de Rhizobiums à la salinité varie d’une souche à une

autre (Figure 24).

La salinité diminue la survie des rhizobia et inhibe l’expansion et la courbure des poils

absorbants ainsi que la fixation des rhizobia sur les poils semble être sensible au stress salin,

ce qui entraine une réduction du nombre de ces organes symbiotiques (Saadallah et al ,

2001 ; Benkhaled.2003) et affecte également le processus de nodulation en retardant

l’initiation ou la croissance de nouveau nodules ainsi que la fixation symbiotique de l’azote

(Roe et al ., 2002) .
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Figure 24: seuil de la tolérance des isolats de Medicago sativa L au stress salin.

7-Etude de la sensibilité et de la tolérance des souches aux antibiotiques

Les tests d’antibiotique ont permis d’établir le spectre de résistance de chacune des

isolats .Les différents diamètres des zones d'inhibition obtenus mesurés autour des disques

d'antibiotiques testée sont représentée dans le (tableau 3 ).

Tableau 3 : Résultats du test de sensibilité et de tolérance des souches aux antibiotiques

Souche

Antibiotique

So
uc

he
 1

So
uc

he
 2

So
uc

he
3

So
uc

he
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So
uc

he
 5

So
uc

he
6
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uc

he
7
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uc

he
8

Ampicilline 11 mm 0 mm 30 mm 0 mm 0 mm 6 mm 20 mm 25 mm

Nalidixic acide 36 mm 0 mm 0 mm 0 mm 30 mm 15 mm 24 mm 30 mm

Streptomycine 0 mm 22 mm 0 mm 22 mm 15 mm 15 mm 15 mm 15 mm

Rifamycine 0 mm 28 mm 15 mm 0 mm 30 mm 0 mm 15 mm 20 mm

Erythromycin 0 mm 0 mm 24 mm 0 mm 0 mm 0 mm 5 mm 12 mm

Tetracycline 0 mm 0 mm 35 mm 0 mm 40 mm 0 mm 20 mm 23 mm

Chloramphenol 10 mm 0 mm 25 mm 10 mm 10 mm 10 mm 5 mm 30 mm
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- La sensibilité intrinsèque aux antibiotique révèle que la souche RH7 et RH8 sont sensible à
toutes les antibiotique testés.

- Pour l’Acide Nalidixique, RH1, RH5, RH6, RH7, RH8 sont sensibles, les autres sont
résistantes.

-Pour  le Streptomycine, RH1 RH3 sont résistantes, les autres sont sensibles.

-Pour l’ampicilline, RH2 RH4 RH5 résistantes, les autres sont sensibles.

-Pour la rifamycine RH1 RH4 RH6  sont résistances, les autres sont sensibles.

-Pour Erythromycine RH1 RH2 RH4 RH5 RH6 sont résistances, les autres sont sensibles.

-Pour Tétracycline RH1 RH2 RH4 RH6  sont résistances, les autres sont sensible.

-Pour Chloramphenol  toutes  les souches est sensible sauf la souche 2.

-La Pénicilline et l'ampicilline sont connues par l'empêchement de la formation de la

paroi cellulaire surtout chez les Gram- (Stanieret al.1976).

Actuellement, il est évident, que le chloramphénicol, la Kanamycine, la néomycine,

la streptomycine, la tétracycline et l'érythromycine, empêchent la synthèse des protéines

membranaires. La Néomycine inhibe la synthèse de l'ARN, alors que la nystatine perturbe les

fonctions membranaires (Shishidoet Pepper, 1990).

Quelques exemples des comportements des souches de Rhizobium à certains

antibiotiques sont donnés sur la figure (25), on remarque de bonnes zones d'inhibition en

nombre et en importances du diamètre d'inhibition.

Figure 25: l’effet des antibiotiques sur le comportement des souches isolées de Medicago

sativa L.
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Nos résultants indiquent la large variabilité de résistance aux sept antibiotiques

étudiés, (figure 26), et suggèrent qu'il est possible de sélectionner des Rhizobiums avec de

fortes compétences de compétitivités, dans les zones d'étude, ces souches peuvent être

utilisées comme des inoculant pour réussir une bonne productivité de légumineuses.

Roughley et al. (1992) rapportaient la résistance des isolats de Bradyrhizobiumà  à de

fortes concentrations de streptomycine. Encore, Jagdish et Roland (1994), ont trouvé

que six souches de rhizobium (obtenues d'une collection de légumes tropicales)

résistaient à la cloxacilline, la Lincomycine, la methicilline, la nafcilline, l'acide

naludixique, l'oxacilline, le nitroforantoin et le sulfisoxazole.

Figure 26: Histogramme des résistances et des sensibilités aux antibiotiques.

8-Authentification des isolats

8-1-Propriétés germinatives des graines de Médicago sativa L

Le résultat obtenu mis en évidence l’effet prétraitement qui a une rôle très significatif

pour la germination des graines on enregistre un taux de germination de 100 % (racines de 1 à

2 cm de longueur) (figure 27).
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Figure 27: Aspect des graines de Medicago sativa L .germées après 72h de croissance à

température  ombient.

8-2-Test de nodulation

Dans cette expérience, les graines en germination de Médicago sativa L ont été mises en

culture en hydroponie, dans des tubes contenant une Solution nutritive de culture des plantes

dépourvu de l’azote (Bertrand , 1997) et inoculer individuellement avec notre culture

bactériennes. Après cinq semaines de croissances, l’effectivité a été observée chez les plantes

de la luzerne inoculée par  les huit souches .La croissance des plantes est nettement

améliorée comparer aux témoin ( Figure 28 ).elle est déterminée en fonction de la hauteur  de

la partie aérienne et racinaire environ deux fois plus élevée que les plantes non inoculé

surtout les plantes qui etaient inocules par les souches RH5 ,RH 4 ,RH 3,RH 7 ,RH 8,

cependant l'ineffectivité des souches est determinée en fonction de nombre de nodules formés

(figure 29).
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Figure 28 : l’effectivité d’inoculation de plantulesA :(plants inoculé) biomasse

importante et coloration vert foncé.B :(plants non inoculé) biomasse faible et coloration

vert clair.

Les souches testées sont capable de nodulées, à l’exception de la souche  RH2 et de la

souche  RH5, RH3 qui sont incapable de formées les nodules mais  il a été possible de mettre

en évidence un effet positif sur la croissance  des plantes.
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Figure 29: effectivités des isolats de Medicago sativa L. (Plantes inocules)

Selon   un certain nombre d’études récentes, il existe quelques bactéries du sol qui

stimulent la croissance des plantes sans pour autant former des symbiose. Mais les

mécanismes impliqués dans cette étude ne sont pas clairement élucidés (Gray et Smith,

2005). Le premier mécanisme qui a été proposé pour expliquer le gain de croissance de la

plante est l’enrichissement de la rhizosphere en N par les bactéries libres alors que le second

proposé est la stimulation du métabolisme hormonal de la plante (Steenhoudt et

Vanderleyden., 2000).

Nous avons détecté  la formation de peu de    nodules  avec petit taille sur les racines

des plants testés. La formation des nodules indique que nos isolats sont infectifs et elle (cette

formation) confirme la relation symbiotique entre la plante hôte et le micro-symbiont qui est

une relation spécifique.(figure 30)

Les gènes responsables de la nodulation sont portés sur un plasmide nommé Sym
(Wang et al., 1999). Donc son absence influence l’organogénèse des nodules.
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Figure 30: Aspect des nodules obtenus lors du test de nodulation.

(Racines de Médicago sativa L  nodulées par RH7)
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La fixation biologique de l'azote, opérée par le système Légumineuse – BNL permet

aux légumineuses de coloniser des milieux dégradés ou pauvres et d'enrichir le sol en matière

azoté organique (engrais naturel), facilitant ainsi l'implantation d'autres espèces végétales et la

réhabilitation de l'écosystème dégradé.

Notre présente étude consiste à initier l’évaluation de la biodiversité des bactéries

symbiotique dans le cadre de l’amélioration de la productivité des légumineuses par

l’optimisation de la fixation azotée.

Nous sommes procédés à un isolement et une caractérisation de huit souches prévenant

des nodules de Medicago sativa L. Selon les techniques usuelles propres aux rhizobia

décrites par Vincent., (1970 ); Somasegaran et Hoben., (1994).

L’étude des caractéristiques phénotypiques a permis,d’une part, de déterminer le niveau

de variabilité morphologique entre les huit souches isolées et d’autre part, d’évaluer

lecomportement de ces huit isolats aux différentes conditions environnementales.

L'étude de la croissance des souches a été réalisée sur milieu YEMliquide et solide

additionne de  bleu de bromothymol. Les résultats obtenus ont montré que les souches

étudiées sont à croissance lente et rapide  présentent des aspects morphologiques et culturaux

suggérant leur appartenance au genre Bradyrhizobiumà croissance lente et le genre de

Rhizobuim et Agrobacteruim à croissance rapide.

L’étude des facteurs abiotiques (NaCl, pH et température) fait ressortir que: Les souches

testées peuvent pousser dans un large intervalle de température compris entre 4°C et 37°C

avec une température optimale de croissance entre 28°C .ce qui confirme une grande

variabilité de la thermo-tolérance des souches. Au-delàd'une concentration de 600 mM de

NaCl la croissance des souches est remarquablement inhibée. La caractérisation biochimique

a révélé une variabilité de comportement vis-à-vis les tests effectués.

La mesure des diamètres des zones d'inhibition a permis de déterminer la résistance

des souches aux antibiotiques. En effet les résultats indiquent la large variabilité de

résistantes aux sept antibiotiques étudiés.

Nos souches ont été authentifiées par inoculation des plantules de Medicago sativa

cultivées en milieu hydroponique stérile. L’effectivité a été observée chez les plants et
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déterminée en fonction de la hauteur de la partie aérienne et racinaire. Les plants inocules

avec les isolats testés ont une hauteur de parties aérienne environ deux fois plus élevée que les

plants non inoculés.

Les travaux présentés dans cette étude s’inscrivent dans le cadre de l’amélioration de

la production des légumineuses alimentaires et fourragères en Algérie sous contraintes

environnementales climatiques. La fixation biologique de l’azote moléculaire par la symbiose

Rhizobium-légumineuse présente un intérêt économique et agronomique considérable.

En perspective, il serait intéressant de:

- Continuer la caractérisation phénotypique par des tests d'assimilation des sources de carbone

et d'azote, l'effet des métaux lourds et des pesticides sur la croissance des rhizobia et

d'élargirla gamme du plante utilisé.

- Compléter cette étude par une analyse moléculaire et génotypique des rhizobiaétudiés.

- Evaluer les potentialités des couples symbiotiques et de tester leur pouvoir adaptatif aux

différents environnements répondant ainsi aux objectifs du développement national et

régional.
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Annexes

Annexe01

Composition du Milieu de culture YEMA et YEMB (Vincent, 1970)

Extrait de levure …………………………………..1g
Agar-Agar ………………………………………...15g
Mannitol …………………………………………..10g
Solution minérale de Bergersen 10 M…………..100ml :
CaCl2, 2H2O 0.53g
KCl 1g
FeCl3 0.02g
Na2HPO4, 12H2O 4.5g
MgSO4, 7H2O 1g
H2O distillée 1000ml
H2O distillée……………………………………….qsp 1000ml
PH (6.9 –7)
Composition du Milieu de culture YEMA (Vincent, 1970)

La même composition sans l’ajoute d l’agar

Annexe 02

Coloration de Gram :

1_ On dépose une goutte d’eau sur une lame bien propre

2_ On prélevéunéchantillon de colonie à l’aide d’une anse

3_ On dépose ensuite ce prélèvement au milieu de la lame en faisant des rotations jusqu'à

séchage.

4_ La coloration au violet de Gentiane (colorant basique): la lame est plongée pendant 1

minutes (en fonction de la concentration); Rincer a l’eau distillée

5_ Mordançage au lugol (solution iodo-iodurée) : étaler le lugol et laisser agir 30 secondes ;

Rincer à l'eaudistillée.

6 _Décoloration à l'alcool: verser goutte à goutte l'alcool sur la lame inclinée obliquement.

Surveiller la décoloration (5 à 10 secondes). Le filet doit être clair à la fin de la décoloration.

Rincer sous un filet d'eau distillée. L'alcool pénètre dans la bactérie. La coloration au violet de

Gentiane disparait. Les bactéries décolorées sont des bactéries Gram-. Si l'alcool ne traverse

pas la paroi, on est en présence de bactéries Gram+.

7 _Contre coloration avec de la Fuchsine ou de la Safranine: laisser agir de30 sec . Laver

doucement à l'eau distillée, et mettre la lame inclinée sur du papier absorbant
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8_Deposer une goutte d’huile d’immersion sur le frottis et observe au microscope a un fort

grossissement ;Les cellule gram positif absorbent la couleur du violet de gentiane et

demeurent bleues violettes en apparence , contrairementLes bactéries Gram- sont colorées en

rose.

Annexe 03

Composition de milieu YEMA+bleu de bromothymol en g /l

YEM……………………………………………1000ml

Solution stock de bleu de bromothymol………...5ml

pH………………………………………………....6,8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes

Apres ajustement de pH on ajoute 10ml de bleu de bromothymol (0,5 g BTB dans 100ml

d’éthanol), puis on ajoute l’agar.

Annexe 04

Solution nutritive de culture des plantes (Bertrand, 1997)
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