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Résumé

Notre travail avait pour objectif d’isoler et de purifier des bactéries Rhizobium a partir de plantes
Vicia faba récoltées de trois sites différents de la wilaya de Tlemcen. Les résultats d’isolement et
purification des bactéries sur les différents milieux de cultures (YMA , YMA +BTB et
YMA-+RC) ont permis d’obtenir 14 souches ayant les caractéres morphologiques microscopiques
et macroscopiques des Rhizobium dont la plupart des souches acidifient le milieu YMA+BTB.
Afin de confirmer notre identification, nous avons utilisé les différents tests qui ont montré tous
les caractéristiques biochimiques chez les autres Rhizobium. Neuf souches ont été orientées pour
la recherche de leurs activités enzymatiques. Les résultats ont montré la présence d’une activité
amylolytique et cellulosique et I’absence de 1’activité lipolytique et gélatinase. Concernant

I’activité protéolytique, les souches présentaient une faible hydrolyse de la caséine.

Mots-clés : Rhizobium, Vicia faba , fixation d’azote, légumineuse, PGPR , nodulation, activité

enzymatique , symbiose.
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Abstract

Our work aims to isolate and purify Rhizobium bacteria from Vicia faba plants collected from
three different sites in the wilaya of Tlemcen. The results of isolation and purification of bacteria
on the different culture media (YMA, YMA +BTB and YMA+RC) made it possible to obtain 14
strains having the microscopic and macroscopic morphological characteristics of Rhizobium,
most of the strains of which acidify the YMA medium +BTB, which allows us to characterize
them as fast-growing bacteria. In order to confirm our identification we used the different tests,
which showed all the biochemical characteristics in the other Rhizobium, nine strains were
oriented for the research of their enzymatic activities. The results showed the presence of
amylolytic and cellulose activity and absence of lipolytic and gelatinase activity. Concerning the

proteolytic activity, the strains presented a low hydrolysis of casein.

Keywords: Rhizobium, Victa faba, nitrogen fixation, legume, PGPR nodulation. Enzymatic

activity, symbiosis.
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Introduction

La rhizosphere est une partie de sol influencée par des microorganismes et des exsudats
racinaires. Dans cette région se trouve des communautés microbiennes tels que les rhizobactéries
qui présentent un groupe des bactéries du sol favorisant la croissance des plantes (PGPR) (kaur
et al., 2016) . Ces derniers ont la capacité de coloniser la surface racinaire jouant un réle crucial
pour la plante par I’augmentation de la fertilit¢ du sol, la stimulation de la croissance et
I’inhibition des organismes pathogénes. Il s’agit par exemple de Bacillus, Pseudomonas, Serratia,

et Rhizobium, Bradyrhizobium (Banerjee et Heidjan, 2022).

Les légumineuses sont de plantes dicotylédones connues par leur haute teneur en protéines. Elles
constituent la troisieme plus grande famille des plantes a fleurs (Caroline, 2017). La relation
symbiotique entre la féve et le genre Rhizobium est un exemple classique du mutualisme dans le
monde végétal (Boyeldieu, 1991). Cette symbiose aboutit & la formation des petites vésicules
appelés les nodules apparaissent sur les radicelles de la plante qui permet de convertir 1’azote
atmosphérique en ammoniac utilisé par la plante pour son développement et sa croissance
(Patricia, 2004).

La fixation d’azote atmosphérique joue un role crucial dans des différents secteurs agronomique,
écologique et agricole. Avec I’azote se forment les acides aminés qui présentent la base
d’anabolisme des protéines. Il permet aussi la diminution d’utilisation des engrais chimiques en
enrichissant naturellement le sol en azote donc la réduction des impacts négatifs causé par la

production des engrais chimiques (Shetta et al., 2011) .

Les Rhizobium ont montré un véritable potentiel de plusieurs activités enzymatiques necessaire
pour le fonctionnement des écosystémes en permettant aux bactéries d’assurer les différentes
fonctions de fixation, de minéralisation, de dégradation des matieres organiques et de production
d’énergie. Parmi les enzymes hydrolytiques clés produits par Rhizobium, il y’a les cellulases, les

amylases, les protéases et les lipases (Raoul, 2013).

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre étude qui avait pour but I’isolement, 1’identification des

souches de Rhizobium et surtout la recherche de ses activités enzymatiques.




Introduction

Notre étude s’est divisée en quatre grandes parties : la premiére partie concerne la symbiose entre
Rhizobium-légumineuse et le processus de nodulation,

la deuxiéme concerne les activités enzymatiques, une troisieme partie ou nous avons exposé les
méthodes d’étude des Rhizobia impliquant leur isolement, identification et leur production

d’enzymes hydrolytiques, la derniére partie a concerné les résultats obtenus et leurs discussion.
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I. La rhizospheére

1.1. Définition :

La rhizosphére a été introduite pour la premiere fois en 1904 par le microbiologiste visionnaire
Hiltner, qui a remarqué que ce volume de sol jouait un réle unique dans la régulation de la santé

et la nutrition des plantes (Philippe, 2010).

La rhizosphére est une partie de sol ou se trouve le systéme racinaire des végétaux (Malak,
2020). Elle représente un bon habitat pour le développement des différents microorganismes
(kaur et al., 2016).

Les phylums procaryotes de la rhizosphere sont les protéobactéries, les actinobactéries, les
Bactéroidétes, les firmicutes et les acidobactéries. Sur le plan des phylums fongiques, la
rhizosphére est dominée par les Acomycota et les Basidisomycota, qui sont aussi les phylums

taxonomiques les plus fréquents dans le sol (Banerjee et Heijden, 2022).
1.2. Rhizobium :

1.2.1. Taxonomie de Rhizobium :

Le terme « Rhizobia » est un terme qui a été¢ donné aux bactéries du sol capables d’induire des
nodules sur les légumineuses et fixer I’azote atmosphérique (Zakhia et Philippe, 2006). La
famille des Rhizobiaceae est une vaste famille de plusieurs especes de « rhizobia » qui compte
actuellement 19 genres et 181 especes avec des noms décrits (Tengfei et al., 2023 ). Sur le plan
phylogénétique, elles font partie de la subdivision alpha des protéobactéries. Lorsque qu’il a été
admis que le spectre d’hotes n’était pas le seul critére a considérer pour la classification des
Rhizobium, les espéces de Rhizobium ont d’abord été divisées en deux genres, le genre Rhizobium
révisé incluant les souches a croissance rapide et le nouveau genre Bradyrhizobium qui a été créé

pour ceux a croissance lente (Zakhia et Philippe, 2001).

Le nombre exacte d’espéces des Rhizobia n’est pas fixe et des nouvelles espéces étant
régulierement découvertes et décrites. On prend comme exemple les espéces suivants :
Bradyrhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, Pararhiizobium et Allorhizlbium
(Banerjee et Heidjan, 2022).
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La classification taxonomique des Rhizobia d’apres Jean et ses collaborateurs (2006) est :
« Phylum : Proteobacteria

* Classe : g-proteobacteria

« Ordre : Rhizobiales

« Famille : Rhizobiaceae

* Genre : Rhizobium
1.2.2 Caracteres morphologiques :

C’est une bactérie du sol, en forme de batonnet a Gram négatif, mobile et non sporulant (Jordan,

1984).
Cette bactérie est répartie en deux formes (Hoben et Somasegaram, 1994) :

* La forme végétative : Elles sont présentes sous forme des batonnets réguliers de 1.2 a 3 ym de

longueur sur 0.5 4 0.9 ym de large (figure 1).

« La forme bactéroide : Quand elles sont a I’intérieur des nodules, elles se transforment en

bactéroides de formes réguliéres ou irréguliéres.

Figure 1 : Observation microscopique des Rhizobia
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1.2.3 Caracteres culturaux :

Sur le milieu solide YMA (Yeast Mannitol Agar), la bactérie présente des grandes colonies
circulaires surélevées, brillantes, d’un blanc laiteux, avec une texture du mucoide bien visible
(Almihyawi et al., 2024 ). Il existe deux formes différentes de Rhizobium selon la vitesse de

croissance sur les milieux liquides YMB (Amrani et al., 2010) :
e Une croissance rapide : La turbidité du milieu apparait aprés 2 a 3 jours d’incubation.

e Une croissance lente : L’apparition d’un trouble dans le milieu liquide aprés 5 a 7 jours

d’incubation.
1.2.4. Caractéres biochimiques :

Cette bactérie a la capacité d’utiliser certains carbohydrates tels que le saccharose, le glucose et le
mannitol (Legesse, 2016). Elle a la capacité de synthétiser des enzymes catalase, et oxydase. De
plus, elles sont négatives pour I’utilisation du citrate, la synthése de 1’uréase et la gélatinase
(Shree et al., 2020). En plus, ces bactéries ont la capacité de réduire le nitrate provenant de
I’atmospheére, en nitrite qui est I’un des caractéres biochimique les plus intéressants de Rhizobium
(Gachande et khansola, 2011). Ces caractéres biochimiques peuvent étre résumés comme suit
(tableau 1) :
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Tableau 1 : Caractéres biochimiques des Rhizobium (Gachande et Khansola, 2011,

Legesse, 2016, Shree et al., 2022).

Catalase Positive
Oxydase Positive
Utilisation du citrate Négative
Uréase Neégative
Gélatinase Négative
Glucose Positive
Saccharose Positive
Mannitol Positive
Réduction des nitrates FPositive

1.2.5. Caractéres physiologiques :

Les Rhizobia sont des bactéries aérobies ou microaérophiles qui peuvent croitre dans une faible
concentration d’oxygéne. La température optimale de croissance est de 28°c et le pH estde 6 4 7
avec la présence des souches acidophiles qui peuvent tolérer des écologies acides (pH=4) tel que

Rhizobium japonicum (Legesse, 2016).
1.3. Les PGPR:

1.3.1. Définition :

« Plant Growth promoting bacteria » ou les PGPR, ce sont des micro-organismes qui habitent
librement dans le sol. Leur présence favorise I’enracinement des plantes que ce soit de maniére
directe ou indirecte (Kaur et al., 2016). A la fin des années 1970, Klooper a introduit le concept

des PGPR, en les décrivant comme « des bactéries vivantes présentes dans le sol qui colonisent
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ou incorporent les racines des plantes et favorisent leur croissance (figure 2) (Mohsin et al.,
2017).

Les PGPR regroupent plusieurs genres, les plus connus sont : Rhizobium , Anabeana,
Acetobacter , Bacillus megaterium, Azolla, Pseudomonas et Bacillus polymyxa (Sarbani et
yahaya, 2022).

ATIE,

Figure 2 : Association des PGPR sur les racines de plantes (Bhat et al., 2023)

1.3.2. ROle des PGPR :

Les bactéries du genre rhizobium peuvent agir comme des rhizobactéries favorisant la croissance
des plantes (PGPR) et renforcant leurs protections contre plusieurs agents biotiques et abiotiques
(Fahde et al., 2023) .

Les PGPR ont suscité une grande attention dans 1’agriculture et 1’horticulture en raison de leur
potentiel a accroitre la production agricole, 1’absorption des nutriments et la résistance aux
maladies tout en diminuant le besoin d’engrais chimiques et de pesticides (Tripathie et al.,

2024).
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Les PGPR favorisent directement la croissance des plantes en augmentant la disponibilité du
nutriments grace a diverses actions directes telles que la fixation de 1’azote, et la solubilisation

des minéraux (Hyder et al., 2023).

D’autres avantages indirects des PGPR comprennent la synthése des composeés antibiotiques, et la

libération des enzymes protectrices (Marco et al., 2022).

Les PGPR contribuent a I’adaptation et 1’ajustement rapide des plantes au stress de la sécheresse
(Enebe et Babalola, 2018). Ils améliorent la réponse photosynthétique des plantes inoculées et la

capacité d’échange gazeux des feuilles pendant le stress (Verma et al., 2024).

Les PGPR produisent divers types d’enzymes telles que la lipase, la protéase, la déshydrogénase
et la chitinase, cette derniére est libérée par les rhizobactéries et peut briser la paroi cellulaire des
champignons en dégradant la chitine qui est le principal constituant de ses parois (Hyder et al.,
2023).

En plus, la présence des bactéries rhizobium en particulier associée a des légumineuses entraine
une fixation symbiotique qui apporte des quantités importantes d’azote au sol, pouvant atteindre

plusieurs centaines de kilos par hectare (Poulais et al., 2013).
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Figure 3 : Mécanisme d’interaction des PGPR avec leurs plante hote
(Bhadresh et al.,2023).

I1. Les légumineuses :

1.1 Généralités :

Les légumineuses, une famille vaste comprenant plus de 18000 especes sont des plantes
dicotylédones reconnues pour leur haute teneur en protéines, ce qui les rend important dans
I’alimentation humaine et animale (Caroline, 2017). Dans I’agriculture, on distingue deux
catégories principales : les Iégumineuses fourrageres (tels que la luzerne et les tréfles) et les

Iégumineuses a graines (comme les haricots, le pois et la féeve) (Jean, 2017).
11.2 Intérét des legumineuses :

Elles renferment une importante quantité de glucides et de protéines, dépassant méme les céréales
et rivalisant avec la viande et le poisson. Elles sont également riches en fibres, tant solubles que
totales, ainsi qu’en vitamines B et minéraux, ce sont des constituants indispensables d’une

alimentation équilibrée et saine (Valérie et al., 2010).

De 2008 a 2012, selon les données de la fédération nationale de légumes secs (FNLS), la
production mondiale annuelle de 1égumes secs a I’exception du soja, s’élevait en moyenne a 72,5
millions de tonnes. Les légumineuses a graines hors soja, ont enregistré une croissance de plus de
50 % entre 1980 et 2010 de plus de 50 % entre 1980 et 2010 (Caroll, 2001).

11.3. La féve :

11.3.1. Description de la féve :

La feve (Vicia faba ) est une plante annuelle cultivée en hiver qui appartient a la famille des
légumineuses les plus anciennes dans le monde. Les principaux producteurs sont les pays
méditerranéens, 1’Egypte, I’Ethiopie, la Chine, 1’Inde, 1’Afghanistan, I’Afrique du Nord et
I’Europe (kuldeep et al., 2021, Tanno et al., 2021).
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La feve présente des tiges simples non ramifiées, creuses et de section quadrangulaires d’une

hauteur de 30 jusqu’a 80 centimétres (Boyeldieu, 1991).

Ses fleurs sont blanches avec des grandes taches noires. Ses fruits sont des grandes gousses vertes
de 25 a 30 cm de longueur et contiennent 4 a 8 graines ovales et aplaties, couvertes d’une peau

épaisse (figure 4) (krimi et al., 2021).

Les feuilles de la féve sont pointues et disposées I'une en face de 1’autre sur la tige. Elles ont une
longueur moyenne de 5 a 9 cm, une largeur de plus de 2 a 2.5 cm et ont généralement une couleur

allant du vert foncé au vert clair (figure 5) (Garip et Gulay, 2020).

La féve possede 1I’'un des plus grandes génomes parmi les Iégumineuses cultivées et est diploide

comprenant 2n =12 chromosomes et un grand génome de 13000 Mb (Zhao et al., 2023 ).

Figure 4 : Présentation schématique des différents composants de la féeve (Saikat et Epsita,

2021)
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Figure 5 : La partie aérienne de la feve

(http://lelaurier.canalblog.com/archives/2014/05/18/29894172.html)

I11. Fixation biologique de I’azote :
111.1 Définition :

L’azote est I’¢lément le plus abondant dans la planéte et constitue 78% de 1’atmosphére terrestre
(Nag et al., 2019). 1l est considéré comme un élément critique pour le développement des plantes
(Carroll, 2001). L’azote joue un role essentiel pour les plantes. Il est inclus dans la composition
de tous les acides aminés, donc de toutes les protéines, de certains pigments de nombreux
composés hétérocycliques et de métabolites secondaires qui jouent un role essentiel dans

1’équilibre agro-socio-environnemental des végétaux (Christian, 2011).
I11.2. Fixation symbiotique de I’azote :

Il existe de nombreuses genres.qui fixent 1’azote atmosphérique dans le sol et le rendent
disponibles aux plantes telles que : Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium, Azorhizobium
et Sinorhizobium (Michael, 2014).

La contribution la plus importante de fixation de ’azote est représentée par 1’association
symbiotique entre les bactéries du genre Rhizobium et les légumineuses (Emma et Philip, 2003).
Cette association symbiotique apporte des quantités importantes d’azote au sol, pouvant atteindre

plusieurs centaines de kilos par hectare (Poulais et al., 2013).

11
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Ces bactéries réduisent 1’azote de 1’air atmosphérique en ammoniac grace a un systeme
enzymatique a I’intérieur de leurs cellules, qui a son tour se combine avec les acides organiques
résultant de la décomposition de la matiere organique formant des acides aminés qui en
bénéficient (Shetta et al., 2011).

La nitrogénase est une enzyme labile a I’oxygene trés sophistiquée retenue chez les diazotrophes
symbiotiques libres, elle est responsable de la transformation de 1’azote atmosphérique en
ammoniac (Khoso et al., 2024 ). La glutamine synthetase incorpore rapidement I’ammonium

formé au glutamate pour créer la glutamine, qui est la source de I’azote aminé (Gaudri, 2013 ).

Il est essentiel que les partenaires symbiotiques (Rhizobium-légumineuse) établissent un dialogue
moléculaire en plusieurs étapes lors de la colonisation des rhizoplans, de I’infection, de
I’organogénése des nodules et de la sénescence. Cela constitue un cycle de vie facultatif

caractéristique des microsymbiotes (figure 6) (Liu et al., 2023).
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Figure 6 : Le dialogue moléculaire entre les Rhizobiums et légumineuses (Liu
et al., 2023)

111.3. La nodulation :

111.3.1. Définition :
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Les nodules ou bien nodosités sont des petites vésicules qui se trouvent dans les racines des
légumineuses (Figure 7). Elles sont le résultat d’une colonisation par d’autres types de bactéries

tres communes dans le sol qui appartiennent généeralement au genre Rhizobium (Patricia, 2004).

Ces derniers, abritent les symbiontes bactériens et leur fournit les conditions requises pour leur
activité de fixation de I’azote. En plus, elles sont considérées comme un siége des échanges

nutritifs entre les deux partenaires (pante-bactéries) (Jean et al., 2010).

SRS

Figure 7 : Nodosités sur les racines de trefle (Breton, 2015)

111.3.2 Les étapes de nodulation :

111.3.2.1 La preé-infection

La reconnaissance entre Rhizobium/légumineuse est la premiére étape vers la mise en place de la
symbiose qui est influencée par I’expression des génes NOD bactériens par les flavonoides (Issa

etal., 2022) ;

qui sont présents dans les exsudats de racine des légumineuses et agissent comme des signaux
chimio tactiques envoyés aux rhizobia dans des conditions de faible teneur en azote (Sonal et al.,
2019).

111.3.2.2. Infection:

13
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Cette étape débute lorsque les bactéries pénétrent dans les poils racinaires deformeés (Issa et al.,
2022) .Ce stade est suivi par I’apparition et ’extension des cordons d’infection qui sont des

structures tubulaires dérivées de la plante (Benjamin et al., 2014 ).

Le microsymbionte est orienté vers le primodorium nodulaire grace a ces cordons, qui traversent
les cellules épidermales et corticales. Des organes semblables aux symbiosomes abritent les

bactéries qui se divisent en bactéroides capables de fixer ’azote atmosphérique (Eduardo, 2004).

Selon Joelle (2015), les bactéries symbiotiques principalement rhizobium peuvent pénétrer dans
les cellules racinaires par voie intracellulaire grace aux lamelles moyennes des cellules

épidemales.
111.3.2.3 Développement des nodules :

La déformation des cordons d’infection chez rhizobium commence au niveau de cortex. La
décision cellulaire entraine la formation d’un primodorium nodulaire ou les bactéries sont
régulées (Figure 8) (Daniel et Williams, 2000). Les Rhizobia se différencient en bactéroides a
I’intérieur du nodule, séparés du cytoplasme de cellules végétales par le membrane péri-

bactérienne (Carole et al., 2013).

Apreés la division, les bactéroides produisent la nitrogénase et permet d’activer la capacité de fixer
le N2 (Sonal et al., 2019). La majorité de I’ammonium produit par la fixation symbiotique de
’azote est utilisé par les nodosités pour la synthese des acides aminés, qui se déplacent ensuite

dans le xyléeme pour se rendre dans le systemic calumniate .

14
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Figure 8 : Les différentes étapes de I’établissement de la symbiose Rhizobium-légumineuse
(Faghir, 2012)
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. Généralités :

Les enzymes sont des macromolécules de nature protéique catalysant les différentes réactions
biochimiques. Il s’agit de catalyseurs particuliers, ce qui signifie qu’une enzyme spécifique ne
peut catalyser qu’une réaction chimique précise. Ce sont des molécules fragiles influencées par la
chaleur, la haute pression, et les radiations. Les enzymes alimentaires sont obtenues de diverses
sources soit de plantes, d’animaux ou de micro-organismes (Xavier, 2023). Les enzymes
microbiennes sont privilégiées par rapport aux sources végeétales et animales en raison de leur
économie de production, de leur texture, de leur facilité de modification et de leur optimisation.
Elles présentent une stabilité relativement plus élevée que les enzymes provenant de végétaux ou
d’animaux. En outre, elles proposent une plus grande variété d’activités catalytiques, et la

majorité des enzymes utilisées dans I’industrie sont d’origine microbienne (Raoul, 2013).
I1. Classification des enzymes :

Selon la classification internationale des enzymes les réactions et les enzymes qui les catalysent

sont devisés en six classes définis par le type de réaction catalysée (tableau 2).

« Les oxydoréductases : elles catalysent les réactions d’oxydoréduction par le transfert des

électrons.
« Les transférases : responsables de transfert des groupements fonctionnels.

* Les hydrolases : réactions d’hydrolyse par 1’addition d’une molécule d’eau, par exemple : les

estérases, lipases, uréases ....

« Les lyases : la coupure des molécules C-C, C-O, C-N et I’addition des doubles liaisons aux

autres molécules.
* Les isomérases : Elles catalysent I’isomérisation des molécules.

* Les ligases : les ligases couplent I’hydrolyse de I’ATP (Raoul, 2013).
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Tableau 2 : Classification des enzymes (Hames et al., 1999 )

1 Oxydoréductases Transfert des ¢lectrons Alcool déshydrogénase

2 Transférases transferts de  groupements Hexokinases , trypsine
fonctionnels

3 Hydrolases Réaction d’hydrolyse Pyruvate

4 Lyases Clivage de C-C, C-O ,C-N et Décarboxylase

d'autres liaisons formant souvent
une double liaison

5 Isomérase Transfert de groupes a I'intéricur  Maléate isomérase
de molécules

6 Ligase Couplée a I'hydrolyse de I'ATP Pyruvate décarboxylase

I11. Production d’enzymes :

11 .1 Activité amylasique:

L’amylase est une enzyme essentielle qui joue un role crucial dans le domaine de la
biotechnologie. Elle est extraite principalement a partir des microorganismes et utilisée dans de

nombreuses industries (Subash et al., 2017).

Les amylases sont classées en alpha-amylase, Béta-amylase et gluco-amylase en fonction de leurs
structures tridimensionnelles et de leurs mécanismes de réaction (Figure 9). Elles peuvent étre
dérivées de différentes sources comme les plantes, I’animal et les micro-organismes (Pandey et
al., 2000).

La production d’amylase a considérablement augmenté en raison des propriétés hydrolysantes de

I’amidon et Iurilisation des matiéres primaires disponibles et peu coiiteuses (Syriya et al., 2016).

Elle est utilisée dans 1’alimentation, les détergents, les produits pharmaceutiques ainsi que dans

les industries du papier et du textile (Vinhineu et al., 1989).
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Les amylases jouent également un réle important dans le brassage de biére et des liqueurs a partir

des sucre a base d’amidon (Subash et al., 2017).

Toutes les souches de Rhizobium pourraient produire des protéines extracellulaires, de biomasse
d’amylase avec des différents types de substrats carbonés. Le maltose était le meilleur substrat

pour la production de protéine et d’amylase (Oliviera et al., 2007 ).

Figure 9 : Structure tridimensionnelle de alpha amylase ( Roglaski et Allison, 2007 )

111.2. Activité protéolytique :

Les protéases représentent 1’un des trois grands groupes d’enzymes industrielles et représentent
environ 60% des ventes mondiales d’enzymes. Selon le comité de nomenclature de 1’union
internationale de biochimie et de biologie moléculaire, elles font partie des enzymes de troisieme
classe, les hydrolases, et de la sous-classe 3.4, les peptidases ou hydrolases peptidiques. Les
protéases sont regroupées en deux grandes classes selon leur site d’action : les exopeptidases et

les endopeptidases (Jermen et Fassil, 2018).
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Les protéases sont produites par des microorganismes, des plantes et des animaux. Les protéines

bactériennes occupent la place la plus importante en raison de leurs applications industrielles.

Elles sont utilisées dans les produits de nettoyage, du cuir, I’alimentation, du textile, ainsi que

dans les procédés de récupération de I’argent et de bioremédiation (LOpes-Otin et Bond, 2008).
111.3 Activité cellulosique :

La cellulose est un polymere de béta glucose qui présente le composant structural le plus
important de la paroi cellulaire primaire des plantes vertes. Ce dernier est catalysé par I’enzyme

cellulase (Jean et al., 2010).

Les cellulases représentent un groupe d’enzymes complexes composé de trois types nécessaires a
I’hydrolyse totale de la cellulose : ce sont ’endoglucanase (EC 3.2.1.91) I’exoglucanase (EC
3.2.1.91) et la béta glucosidase (EC.3.2.1.21). Elles sont produites a partir des différentes sources
soit par des bactéries (ex. cellvibrio, cytophaga...), par de nombreux champignons et aussi par

quelques protozoaires et mollusques (Jean et al., 2010).

La production de cellulose bactérienne par Rhizobium sp et sa modification avec de la nisine
pourrait €tre utilisée dans diverses industries telles que I’industrie textile par 1’élimination des
excés de fibres et I’amélioration de la qualité des produits finis, 1’industrie alimentaire en
facilitant la macération des fruits et des 1égumes, 1’industrie du papier pour I’amélioration de la
qualité du papier en réduisant la teneur en lignine. En plus, les celluloses ont un réle crucial dans

la biotechnologie, la médecine et I’agriculture (Almihyawi et al., 2024).
I11.4 Activité uréasique :

L’uréase est I’enzyme qui catalyse 1’hydrolyse de I'urée en ammoniaque et en dioxyde de

carbone (Iwona, 2012).

Elle a été la premiére enzyme cristallisée et identifiée comme une protéine. Cette derniére a été
découverte environ 50 ans apres sa cristallisation comme le premier exemple de métalloprotéine a
base de nickel (Zerner, 1991).
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C’est un catalyseur trés efficace pour ’hydrolyse de ’'urée avec une vitesse environ de 10 a 14

fois supérieure a la vitesse de la réaction non catalysée (Havey, 2001).

L’uréase est produite par des plantes, des champignons, et certains vertébrés (Mobley, 2001). Elle

a été utilisée comme un test de fertilité, ainsi que pour I’identification taxonomique, 1’agriculture
et le traitement médical (Yingjie, 2002).
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Matériel et méthode

1. Isolement des bacteéries a partir des nodules :

1.1 Description de la zone d’étude :

Notre étude a été effectuee sur trois sites du Nord de la wilaya de Tlemcen : Beni Ouarsous (P1),
Remchi (P2) et Bourj Arima (P3) (figure 10) ou un prélevement des échantillons de la plante de
Vicia faba a été fait.

>

- (b)
@ |

Figure 10 : Localisations géographiques des sites de prélevement (a) : localisation des P1, P2

et P3 a la Wilaya de Tlemcen / (b) Localisation de Tlemcen en Algérie.

1.2 Collecte des plantes :

La collecte des plantes a été effectuée durant le mois de février. A cette période d’année, les
nodules sont bien développées et visibles au niveau des racines. Il s’agit de creuser environ 20 cm
dans le sol pour extraire les plantes et ses appareils racinaires en évitant la destruction des

nodules (figure 11).
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Figure 11 : La zone de prélevement ( photo personnel)

1.3. Préléevements des nodules :

La partie aérienne a été détachée de la partie racinaire de la plante. Puis, les racines ont été lavé
doucement avec leurs nodules a I’eau de robinet afin d’éliminer tous les restes du sol. Ensuite, les
nodosités de 1 a 2 mm sont détachées a I’aide de ciseaux puis séchées délicatement avec un

papier absorbant.
1.4. Stérilisation des nodules :

Les nodules ont été lavés délicatement plusieurs fois dans 1’eau distillée stérile. La surface des
nodules a été stérilisée en immersion a 70% d’éthanol pendant 5 min puis dans I’hypochlorite de
sodium (2%) pendant 2 min. Ensuite, ils ont été rincés successivement dix fois dans 1’eau distillée
stérile (Figure 13) (Mabiala et al., 2021).
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Figure 12 : La stérilisation des nodules (photo personnel)

1.5. Ecrasement des nodules :

En utilisant une paire de pinces a pointe émoussée, les nodules stérilisés ont été découpés de
maniéere superficielle dans une grande goutte d’eau stérile dans une boite de Pétri. Ensuite, les
nodules sont écrasés dans des tubes a essai stériles avec une pipette Pasteur stérile.

1.6. Les milieux de cultures utilisés :

e Dans cette étude nous avons préparé les milieux de cultures suivants (Legesse, 2016).

¢ YMA (Yeast Mannitol Agar) : c’est un milieu solide spécifique pour I’isolement des
bactéries Rhizobium (Annexe 1) (Figure 13).

e YMA + RC : c’est le milieu YMA (annexe 1) additionné de 10 mL de solution rouge de
Congo (Annexe 2) (Figure 13).

e YMA + BTB : consiste a ajouter des solutions de bleu de bromothymol (Annexe 1) avec
le milieu YMA (Annexe 1).

e Milieu GPA: c’est un milieu utilis¢é pour différenciation entre les Rhizobium et

Agrobacterium (Annexe 1).

Figure 13 : Les milieux de cultures utilisées ( photo personnel)
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1.7. Isolement et purification des isolats :

Une suspension de chaque nodule écrasé a été étalée sur un milieu solide YMA (annexe 1) afin
de distinguer des colonies simples, ce qui facilite leur caractérisation. L’incubation de ses
derniers, a été faite a une température de 28°C pendant 3 jours. Apres incubation, les colonies de
méme aspect ont été repiquées afin de les purifier puis les ensemencer sur d’autres boites

contenant le milieu de culture YMA (Annexe 1).
2. caracteres morphologiques :

2.1. Examen macroscopique :

L’observation macroscopique des colonies a été basée sur plusieurs parametres tels que la

morphologie, la texture et le diametre des colonies.

2.2. Examen microscopique :

2.2.1. Etat frais :

« Prélever une trace de culture pure sur milieu solide YMA (Annexe 1) a I’anse de platine.

« Ajout de paraffine et couvrir avec la lamelle.

« Emulsionner sur une lame en verre contenant une goutte d’eau distillée ou d’eau physiologique.

* Observer au microscope optique (Gx40) (Denis et al., 2016) .
2.2.2. Coloration de Gram :

La coloration de Gram a pour but de catégoriser les bactéries a Gram positif et négatif en se

basant sur leur morphologie et leurs caractéristiques différentielles. Cet examen a été fait en

suivant les étapes de coloration (Annexe 3) (Putrie et al., 2016 ). L’Observation a été faite au

microscope optique a I’objectif X100 a immersion.

2.2.3 Observation au microscope électronique a balayage (MEB) :
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Apreés avoir réalisé des frottis sur lame pour chaque colonie suspecte, nos échantillons ont été
observés au microscope électronique a balayage de type Hitachi TM1000 (Département de

Physique, Faculté des sciences, Université de Tlemcen).

3. Caractéres biochimiques :
3.1 Test de catalase :

La catalase est une enzyme qui se trouve chez la majorité des bactéries aérobies strictes et
anaérobies facultatifs. Elle est responsable de la dégradation du peroxyde de 1’hydrogene (H 2 O
2) en dioxyde et eau.

La recherche de cette enzyme joue un role crucial dans la premiére étape de I’identification d’une
bactérie pure. Sur une lame stérile, une goutte d’eau oxygénée a été disposée, puis mise en
contact avec la colonie. La présence de catalase (test catalase+) se traduit par le dégagement des
bulles d’air (Camille, 2007).

3.2 Test d’oxydase :

L’oxydase est une enzyme qui se trouve dans certaines chaines respiratoires cytochromiques
bactériennes et repose sur la capacité que posséde la bactérie a oxyder un réactif incolore par

I’enzyme phényle diamine oxydase. Le test d’oxydase est réalisé en suivant ces étapes :
* Imbiber une bandelette d’oxydase avec une goutte d’eau physiologique stérile.

« Prélever une partie de la souche bactérienne en utilisant une pipette pasteur stérile.

« Etaler sur la surface de la bandelette imbibée.

Apres quelques secondes le virage de couleur vers le violet ou bleu foncé indique une réaction

oxydase positive, si la bandelette reste incolore c’est une réaction oxydase négative (Camille,

2007).

3.3 Citrate de Simmons :
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Le principe de ce test est I’étude d’utilisation des bactéries du citrate comme seule source de
carbone. L’inoculation a été faite en prélevant une seule colonie isolée et I’ensemencer par strie

sur la pente a I’aide d’une pipette Pasteur fermée puis 1’incubée pendant 72 heures a 30°C (Figure
14).

Apres incubation, si la bactérie utilise du citrate la coloration du milieu passe du vert au bleu. Si

la réaction est négative la coloration de milieu reste verte (Williams, 2009).

Figure 14 : Test de citrate de Simmons ( photo personnel)
3.4 Test de bleu de bromothymol (BTB)

La capacité des rhizobia a produire de I’acide ou de I’alcalin dans le milieu a été évaluée en
utilisant de milieu YMA (Annexe 1) contenant du bleu de bromothymol (BTB) (0.026 p/v)
(Annexe 1).

Chacune des souches testées provenant d’un bouillon de 48 heures a été étalée sur le milieu et

incubée a 28°C pendant 3 a 7 jours.

Dans le cas d’une acidification on parle de la souche Rhizobium a croissance rapide, tandis que
dans le cas d’une alcalisation on parle de Bradyrhizobium Rhizobium (Rhizobium a croissance
lente) (Legesse, 2016).

3.5 Test de rouge de Congo (RC) :
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La mise en évidence de la production des polysaccharides par la bactérie Rhizobium a été
effectuée par ’addition de 1% de RC dans le milieu YMA (annexe 1). L’absorption de colorant et

la coloration des colonies en rouge sont des indicateurs de leur production (Ondieki et al., 2017).

3.6 Test de GPA :

11 s’agit d’un test de confirmation des Rhizobium. Des colonies des cultures pures de Rhizobium
sur YMA (annexe) ont été ensemencées en stries sur milieu solide GPA (annexe) et incubées
pendant 5 a 7 jours a une temperature de 28°C. Si les souches de Rhizobium montrent une
absence de croissance indique qu’il s’agit au Rhizobium car elles n’ont pas la capacité de fournir
le carbone & la peptone. Une modification de la couleur du milieu indique la présence des

contaminant tels que Agrobacterium ( kbede et al., 2022).
3.7 Recherche de I’enzyme nitrate réductase :

La nitrate réductase est une enzyme qui permet la réduction de nitrate en nitrite, jouant un role
essentiel dans le processus de I’assimilation de 1’azote. La recherche de cet enzyme consiste a
ensemencer 5 ml de bouillon nitraté avec la souche bactérienne et 1’incuber & 37°C pendant 24
heures. Apres incubation, ajouter a la culture 3 gouttes de nitrate 1 et 3 gouttes de nitrate 2,

ensuite observer la couleur du milieu :

L’apparition d’une couleur rouge indique la présence de nitrite provenant de la réduction des

nitrates donc la bactérie est nitrate réductase positive.

En absence de coloration, il faudra ajouter la poudre de zinc, s’il y’a une coloration rouge ceci
permet de dire que la poudre de zinc a réduit les nitrates en nitrites donc la bactérie est nitrate

réductase négative. En cas d’absence de coloration donc la bactérie est nitrate réductase positive

(Lucinski et al., 2001).
4. Conservation des souches :

Nous avons utilisé deux méthodes de conservation :

e
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4.1. Conservation a court terme :

Cette technique de conservation implique la préparation et version de la gélose YMA dans des
tubes a essai inclinés pour obtenir une pente d’ensemencement. Ensuite, une colonie de la souche
pure de Rhizobium a été ensemencée sur la surface de la gélose a I’aide d’une anse de platine
stérile. Les tubes ont été incubés a 28 °C jusqu’a 1’apparition de croissance. Apres incubation et
la croissance des souches, les tubes ont été étiquetés et stockés a une température de 4°C, cette

méthode permettra conservation des souches de 1 a 6 mois (Vincent, 1970).
4.2. Conservation a long terme :

Cette méthode permet la conservation des souches pendant plusieurs mois.

« Ensemencer une colonie pure de Rhizobium dans des tubes a essai contenant 5 mL de bouillon

YMB et les incuber a 28°C jusqu’a I’apparition d’une turbidité.

 Addition de 5 mL d’une solution de glycérol stérile afin d’éviter la congélation des cellules

bactériennes.
« Verser le milieu +glycérol dans des tubes a Eppendorf stériles.
« Stockage dans des boites spéciales et étiquetées.

« Congélation a une température de -80°C (Shetta et al., 2011).

5. Recherche des activites enzymatiques :
5.1 L’activité amylolytique :

La production de I’amylase a été réalisée en utilisant la gélose nutritive additionnée de 1%
d’amidon. L’inoculation a été réalisée par la méthode de touche en déposant la souche
bactérienne directement sur la surface du milieu de culture par une simple touche et a raison de
quatre répétitions. Apres une incubation a 28°C pendant 72h, une solution de Lugol a été
dispersée sur toute la surface de la boite de pétri pendant 5 minutes de contact et I’exceés a été

retiré.
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L’apparition d’une zone claire autour de la colonie indique I’hydrolyse de 1’amidon, tandis que la

présence d’une couleur bleu indique 1’absence de 1’activité amylolytique (Oliveira, 2007).
5.2 L’activité cellulosique :

La mise en évidence de I’activité cellulosique a été effectuée par I’ensemencement des isolats sur
milieu gélosé GN additionnée de 1% de carboxyméthyl cellulose avec un (pH de 7). Aprés
incubation & 28°C pendant trois jours, une révélation avec une solution de rouge congo a 0.1%

pendant 15 minutes suivie par une solution de NaCl (1 M) a été realisee.

L’apparition d’un halo claire autour de la colonie indique la présence d’une cellulase

extracellulaire (Almihyawi et al., 2024).

5.3 L’activité protéolytique :

La recherche de I’activité protéolytique a été réalisée sur deux substrats :
5.3.1 L’hydrolyse de la caséine :

La présence de la caséine a été examinée en ajoutant 10% de lait écrémé stérile dans la gélose
nutritive, I’ensemencement des souches bactériennes a été fait par la méthode de touche puis
incubées & 28°C pendant 72 heures. Apres incubation, I’observation d’une zone claire autour des

colonies indique I’hydrolyse de la caséine.
5.3.2 La recherche de gélatine :

Les Rhizobia ont été ensemencés sur une gélose nutritive (pH 07) contenant 4g/L de la gélatine
bacteriologique. Aprés une incubation de trois jours a 28 °C, la révélation a été faite par addition

d’une solution de sulfate d’ammonium.

La présence d’un halo claire autour des colonies signifie la présence d’une activité gélatinase
(Baljinder et al., 2008).

5.4 L’activité lipolytique :

5.4.1 Hydrolyse de tween 80 :

29



Matériel et méthode

La mise en évidence de I’activité lipolytique a été effectuée en ajoutant 1%(v/v) de tween 80
stérile dans le milieu gélosé. Les souches bactériennes ont été inoculées puis incubées pendant 3

a5 jours a 28°C. Une précipitation blanche autour de la colonie indique la présence d’une activité
lipasique (Francisco et al., 1998).
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Résultats et discussion

1. Isolement et purification des isolats :

Les résultats d’isolement des bactéries a partir des nodules de Vicia faba apres incubation a 28°C
ont permis d’obtenir 14 isolats de caractéres culturaux identiques (forme et couleur des colonies),

ce qui nous a orienté au genre Rhizobium (tableau 3).

Tableau 3 : Résultats des prélevements

Prélevement Nombre de souches
P1 5
p2 5
P3 4

2. Caracteres morphologiques :

2.1 Examen macroscopique :

Aprés une période de croissance de 2 a 3 jours a 28°C, les colonies de Rhizobium observées sont
géneralement de tailles différentes de 1 a 4 mm, d’une forme circulaire irréguliére. Elles ont une
couleur blanche laiteuse avec une surface lisse, visqueuses et bombées (figure 15). Ces caractéres
ont été similaires a celles des autres recherches (Laurette et al., 2015 et Sahkirov et al., 2023).
Mir et ses collaborateurs (2024), ont démontré que cette viscosité des colonies est due a la

production des exopolysccharides.

Figure 15 : Résultat des Rhizobium sur YMA ( photo personnel)
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2.2 Examen microscopique :

2.2.1 Etat frais :

Cet examen a été fait au microscope optique (Gx40) et permet 1’observation des coccobacilles
mobiles. Cette mobilité des bactéries est due a des flagelles qui sont présentés au niveau de leur
paroi. Cette propriété leurs permet de se déplacer et coloniser des racines et donc contribuer a la
fixation symbiotique de I’azote. De plus, elles peuvent construire des relations avec d’autres
bactéries soit d’une maniére symbiotique telles que les bactéries appartenant aux groupes des
PGPR ou de maniere compétitive et donc un effet antagoniste contre les bactéries pathogenes qui

alterent les plantes et causent des maladies (El-Haloui et al., 1986).
2.2.2 Coloration de Gram :

Apres coloration de Gram, tous les isolats présentent le méme aspect caractérisé par une forme
des bacilles a Gram négatif (figure 16). Ces résultats ont été démontrés par plusieurs chercheurs
et c’est un caractére morphologique commun des Rhizobium. La coloration de cette bactérie en
rose est due a la composition de leurs paroi qui est composée d’une fine couche peptidoglycane et
des lipopolysaccharides qui permet la décoloration du cristal de violet aprés ajout de alcool et la
coloration avec le deuxiéme colorant la fushine (rose) (Degefu et al., 2018 et Wulandari et al.,
2024).

Figure 16 : Résultat de coloration de Gram ( Gx100) ( photo personnel)

32



Résultats et discussion

2.2.3 Observation au microscope électronique a balayage :

L’observation microscopique MEB a permis d’observer la forme des bactéries révélant la

présence de bacilles de formes réguliéres Figure 17.

2024/06/07 11:20
TM1000-FS_Univ-TLEMCEN

Figure 17 : Observation microscopique MEB (Grossissement X20000) (photo personnel)

3. Tests biochimiques :

3.1 Test de catalase :

Le test de catalase a démontré une activité catalasique positive déterminée par un dégagement des
bulles d’air aprés 1’ajout de H20: (figure 18). Ce caractere est trouvé chez les bactéries aérobies.
Cette enzyme permet aux Rhizobium une meilleure tolérance aux stress oxydatif (Kwon et An,
1999). Ywan et ses collaborateurs en (2005) ont démontré que les Rhizobium utilisent ce
métabolisme aérobie avec une phosphorylation oxydative pour synthétiser de I’ATP et des
équivalents réducteurs indispensables a la fixation de I’azote et la formation des nodules au

niveau des racines.
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Figure 18 : Résultat de test de catalase ( photo personnel)

3.2 Test oxydase :

Les résultats de ce test ont été observés aprés le dépot d’une colonie pure sur une bandelette
d’oxydase imbibée. Une couleur bleue a révélé que ces souches sont oxydase positive (figure 19).
Ces résultats ont montré que ces bactéries possedent un enzyme cytochrome oxydase dans la

chaine respiratoire cytochromique (Shree et al., 2022 ).

Figure 19 : Résultat de test d’oxydase ( photo personnel)

3.3 Test de citrate de Simmons :

Aprés incubation, aucun changement de couleur de milieu n’a été observé, ce qui signifie que les

résultats sont négatifs.
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Les résultats obtenus sont identiques a ceux de Shree et al., (2022), et c’est un caractére
biochimique connu chez toutes les Rhizobium, c¢’est-a-dire elle ne peut pas utiliser le citrate

comme une seule source de carbone.
3.4AYMA+BTB :

Les résultats obtenus sur ce milieu ont révélé un virage de couleur de milieu vers le jaune (figure
20) pour certaines souches indiquant ’acidification du milieu c¢’est-a-dire qu’elles appartiennent
aux groupes des rhizobiums a croissance rapide. Shetta et ses collaborateurs (2011) ont confirmé
que la production d’acides est un caractere des Rhizobium durant la croissance des plantes. Notre
résultat ont été similaire a celui présenté par Amrani et son équipe (2009) sur une plante
légumineuse. Dans cette étude, ils ont démontré que les Rhizobium a croissance rapide sont
osmotolérances et ils peuvent noduler des légumineuses qui se trouvent dans des zones chaudes
ou pauvres en eaux. Nos échantillons ont éte récoltés de différents zones la wilaya de Tlemcen
qui est récemment menacée par un changement climatique et une diminution de précipitations ce

qui justifie la présence de ce groupe de Rhizobium acidifiant et & croissance rapide.

Figure 20 : Résultat de culture sur YMA+BTB ( photo personnel)
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3.5.YMA+ RC :

Apres incubation sur le milieu YMA additionné de rouge Congo pendant 72 heures a 28°C, des
colonies de Rhizobium de couleur rose sont apparues, cette couleur est due a une faible
absorption de I’indicateur RC, certaines souches n’absorbent pas le RC (figure 21). Ces résultats
sont en accord avec d’autres recherches récentes qui ont clairement montré que les isolats
présentent peu ou pas d’absorption de I’indicateur RC et c’est une caractéristique des

Rhizobactéries (Degefu et al., 2018 ; Purwaningsih et al., 2018).

Figure 21 : Résultat de croissance sur YMA+RC (photo personnel)

3.6 Test de GPA :

Apreés incubation a 28°C pendant 3 jours sur milieu GPA, aucun changement de couleur de
milieu n’a été observé et aucune croissance ; ce qui confirme la pureté des isolats. Ces résultats
sont paralléles avec ceux obtenus par Singh et ses collaborateurs en (2008) et Pervin et ses
collaborateurs en (2017). Ce milieu est utilisé pour différencier entre les Agrobacterium et
Rhizobium a partir des nodules de deux différentes légumineuses en se basant sur le virage de
couleur du milieu par une modification de leur pH et la croissance des Agrobacterium sur ce

milieu.
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3.7. Test de nitrate réductase :

Les milieux présentent un trouble qui signifie la croissance de nos souches (figure 22). Apres
ajout des réactifs nitrates 1 et 2, certaines souches ont présenté la coloration rouge c’est-a-dire
qu’elles possédent I’enzyme nitrate réductase (figure 23 a). Pour les autre souches, elles sont
restées incolores, ce qui nécessite 1’ajout de poudre de zinc et aprés quelques secondes les
milieux sont devenus rouges alors ces bactéries ne possédent pas cette enzyme, car c’est la
poudre de zinc qui a réduit le nitrate en nitrite (figure 23 b). la capacité des souches de
Rhizobium a réduire le nitrate en nitrite un indicateur important de sa contribution au fixation de

’azote atmosphérique (Lucinski et al., 2001).

Figure 22 : La turbidité sur bouillon nitraté ( photo personnel)
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Figure 23 : Résultat de I’enzyme nitrate réductase
(a) test positive (b) test négative coloration apres ajout de poudre de zinc.
(photo personnel )

4. Recherche des activités enzymatiques :

Les résultats des tests enzymatiques ont permis de confirmer la capacité de certaines souches a

produire différentes enzymes telles que I’amylase, la protéase, la lipase et la cellulase (tableau 4)
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Tableau 4 : Les résultats des activités enzymatiques

Activite
amylolytiqu + + + +

€

+++ | ++ + 4 ++ |+ + +

Activité + + | + + - - - - .
cellulasique

Gélatinase | - : : : : - - - -

Caséinase - - - - - - - -
Activité - - - - - - - - -
lipolytique
(Tween80)

4.1 Activité amylolytique :

Les résultats de 1’activité amylolytique ont montré 1’apparition d’un halo claire autour des

colonies chez toutes les souches testées, ceci confirme la présence d’une activité amylolytique.
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Figure 24 : Activité amylolytique chez les souches P1.4 et P3.2 (photo personnel)

Selon Oliveira et ses collegues (2007), les souches de Rhizobium peuvent produire différentes

quantités de biomasse et d’amylases avec différents types des sources de carbone.

En comparant les diamétres des halos d’éclaircissement autour des colonies, il y’avait différents
degrés de dégradation de 1’amidon. Les souches (P1.2) et (P1.4) ont une activité plus forte en
comparaison aux autres souches (tableau 4). Ceci est en accord avec le constat de Jopinath (2017)

qui a rapporté que les Rhizobiums ont la capacité d’hydrolyser I’amidon.
4.2 Activité protéolytique :
4.2.1 Hydrolyse de la gélatine :

D’aprés les résultats des cultures mentionnés dans Le tableau 4, aucune souche n’a été capable
d’hydrolyser la gélatine, cela se traduit par ’absence d’un halo clair autour des colonies apres

ringage avec la solution de sulfate d’ammonium (Figure 25).
De ce fait, toutes les souches bactériennes étudiées sont dépourvues de la gélatinase.

Balinder et ses colléegues (2008), ont trouvé que toutes les souches Rhizobium testés sont
incapables de produire cet enzyme Donc, ils ont constaté que I’absence de I’activité de la

gélatinase est également une caractéristique de Rhizobium.
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[ - -

Figure 25 : Résultats de I’hydrolyse de la gélatine ( photo personnel )

4.2.2 Hydrolyse de la caséine :

Les résultats obtenus ont montré qu’une seule souche parmi les 9 souches testées a la capacité
d'hydrolyse la caséine (Figure 26), ceci a été observé par la présence d’un halo claire autour des
colonies. Selon Ramadan et al (2021), la présence d’une zone claire autour des colonies indique
que la bactérie a dégradé les protéines complexes du lait écrémé en peptides et acides aminés en

produisant des enzymes protéolytiques.

Des études réalisées par Ahmed et ses collegues (2013), ont montré que 66.7% des isolats
produisent des protéases. Ces résultats ne corroborent pas avec les notres. Les protéases d’origine
microbienne peuvent étre influencées par plusieurs facteurs tels que la souche microbienne, la

concentration d’oxygene et les sources d’azote et de carbone (Jerman et Fassil, 2018).
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(a) (b)

Figure 26 : L’hydrolyse de la caséine (a) négative (P2.5), (b) positive (P1.4) ( photo

personnel)
4.3 Activité cellulosique :

Les résultats obtenus ont montré 1’hydrolyse du carboxyl-méthyl-cellulose chez quatres souches
(tableau 4). L absence de cette activité pour le reste des souches s’est traduit par 1’absence d’une
zone claire autour des colonies (Figure 27), cette absence signifie qu’ils ne peuvent pas degrader
la cellulose présente dans la paroi cellulaire des plantes. Ces résultats sont similaires a ceux
obtenus par Almihyawi et ses collegues qui ont révélé que 66.66% des isolats ont produit la
cellulase.

Des études par Oliveira et ses collégues (2007) ont montré que tous leurs isolats étaient constitués
de cellulase. L’activité cellulosique peut étre influencée par 1’origine de la souche et par la

composition du milieu de culture. (Mir et al., 2021).
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Figure 27 : Résultats de I’activité Cellulosique
(a) positive (P2.5), (b) négative (P3.3) ( photo personnel)
4.4. Activité lipolytique :

D’aprés les résultats mentionnés dans le tableau4, aucune souche n’a été capable d’hydrolyser le

tween 80, cela s’est traduit par 1’absence d’une zone claire autour des colonies (Figure 28).

Donc, toutes les souches de Rhizobium testées sont dépourvues de lipase. Dans les études
réalisees par Ahmed et ses collegues en (2013), 58.3% des souches bactériennes étudiées avaient
des résultats positifs, ce qui ne correspond pas a nos résultats.

Figure 28 : Résultats de I’activité lipolytique

( photo personnel )
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Conclusion

La bactérie Rhizobium est connue par sa capacité a noduler les racines des plantes et surtout les
Iégumineuses et contribue a la fixation symbiotique de 1’azote atmosphérique et le rend utilisable

pour la plante.

Cette étude a été effectuée dans le but d’identifier, isoler et rechercher les activités enzymatiques
de cette bactérie qui a été isolée a partir des nodules de la plante Vicia faba récoltées de trois sites

différents de la wilaya de Tlemcen.

L’étude des caractéres morphologiques a montré que les souches isolées sont de petits batonnets,
mobiles a Gram négatif. La caractérisation biochimique a révélé une variabilité de comportement
vis-a-vis des tests effectués. Les résultats de ces tests ont montré une positivité des tests oxydase,
catalase et négative pour 1’utilisation de citrate. En plus, ils ont la capacité de réduire le nitrate en
nitrite. Certain souches ont été caractérisées par une capacité acidifiante connue chez les

Rhizobium a croissance rapide.

Le présent travail a confirmé la capacité des souches de Rhizobium a hydrolyser 1’amidon, la
cellulose et une faible dégradation de la caséine. Pour les activités de gélatinase et lipolytique les
résultats étaient négatifs. Ces résultats peuvent étre utiles en biotechnologies alimentaires et en

agriculture pour ’utilisation de ces bactéries dans 1’amélioration des rendements agricoles.

En perspective de cette recherche, il serait intéressant de pouvoir utiliser des techniques de
biologie moléculaire telles que les PCR pour une identification plus précise des souches de

Rhizobium. En plus, il est souhaitable de rechercher d’autres activités enzymatiques.
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ANnnexes :



Annexe 1 : Les milieux de cultures utilisées

Le milieu YMA :

« Mannitol : 10g

* K2HPO4: 0,59

*MgSO4:0,2¢g

*NaCl:0,1¢

 Extraitde levure : 1g
*Agar:15¢g

« Eau distillée : 1000 mL
*PH:6.8

Le milieu YMA +BTB

* YMA : 1000 mL

« Solution de bleu de bromothymol : 1 mL
*PH:7

Le milieu YMA +RC

* YMA : 1000 mL

» Solution rouge de Congo : 10 mL
*PH:6,8

Le milieu GPA

* Glucose : 5 ¢

* Peptone : 10 g

« Violet de bromocreésol : 10 ¢
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*Agar:10g
» L’eau distillée : 1000 mL

«PH:6,8
Annexe 2 : les solutions d’indicateurs colorés :

Rouge Congo :

* Poudre de rouge Congo : 0.025 g

« Eau distillée : 100 mL

Bleu de Bromothymol :

« Poudre de bleu de bromothymol : 0.25 g

« Ethanol : 100 mL
Annexe 3 : coloration de Gram :

« Réalisation des frottis bactériennes thermo fixées.
* Emersion dans un colorant violet cristal pendant une minute.

« L’ajout de Lugol pendant une minute pour fixer la premiere coloration puis rincage a I’eau

distillée.
« Décoloration avec 1’éthanol puis ringage a 1’eau distillée.
* Immersion de la lame d’une solution de fuchsine pendant une minute.

* Ringage a I’eau distillée puis égouttage et séchage avec un papier absorbant.
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