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Résumé

Les bactéries du genre Rhizobium jouent un réle essentiel dans la fixation biologique de
I’azote, contribuant significativement a la nutrition des plantes légumineuses et a la fertilité
des sols. Leur développement et leur efficacité sont influencés par divers parametres
environnementaux, notamment le pH et la température. Ces deux facteurs peuvent affecter la
croissance bactérienne, la production de métabolites secondaires et la symbiose avec les
plantes hotes. Dans cette étude, 24 souches de Rhizobium ont été isolées a partir de sols de
différentes régions de la wilaya de Tlemcen. L’activité antibactérienne de leurs extraits a été
examinée a I’aide de la méthode des puits sur gélose Miiller-Hinton, en confrontation avec des
souches pathogenes et de référence. Les résultats n’ont montré aucune zone d’inhibition
clairement définie. Cependant, une souche a présenté une prolifération localisée autour du
puits contenant son propre surnageant, ce qui pourrait suggérer la présence de composés
favorisant sa croissance plutot qu’un effet inhibiteur. Ces constats reflétent la complexité des

interactions microbiennes au sein de la rhizosphere.

Mots clés : Rhizobium, fixation biologique de I’azote, activité antibactérienne, pH,

température, rhizosphére, Tlemcen



Abstract

Rhizobium bacteria play an essential role in biological nitrogen fixation, significantly
contributing to the nutrition of leguminous plants and soil fertility. Their growth and
efficiency are influenced by various environmental factors, notably pH and temperature.
These factors can affect bacterial development, secondary metabolite production, and
symbiosis with host plants. In this study, 24 Rhizobium strains were isolated from soils in
different regions of the Tlemcen province. The antibacterial activity of their cell-free extracts
was evaluated using the well diffusion method on Miuller-Hinton agar, tested against
pathogenic and reference strains. The results showed no clearly defined inhibition zones.
However, one strain exhibited localized proliferation around the well containing its own
supernatant, which may suggest the presence of compounds promoting its growth rather than
exhibiting antibacterial activity. These observations highlight the complexity of microbial

interactions in the rhizosphere.

Keywords: Rhizobium, biological nitrogen fixation, antibacterial activity, pH, temperature,

rhizosphere, Tlemcen
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Introduction

Introduction

L’agriculture reste un socle essentiel de 1’économie mondiale, garantissant la
sécuritéalimentaire, créant des postes de travail et participant au développement des zones
rurales. En dépit des progres technologiques, elle est confrontée a d’importants défis tels que
le réchauffement climatique, la détérioration des sols et la dépendance aux produits

chimiques.

Dans ce cadre, les légumineuses ont une importance capitale en tant que cultures
résilientes endurables (FAO, 2022). Les haricots, les pois chiches et les lentilles, qui font
partie des légumineuses, sont connus pour leur aptitude a capter I'azote de I'atmosphére en
associant avec des bactéries du genre Rhizobium. Ce procédé fertilise naturellement les sols
en nutriments, diminuant par conséquent le besoin d'engrais chimiques et favorisant la vitalité
du sol (FAO, 2024). En outre, leur culture favorise la biodiversité et renforce la résilience des

systemes agricoles face aux variations climatiques (FAO, 2023).

Les légumineuses sont essentielles pour les systemes d’agriculture durable,
principalement grace a leur aptitude a former une symbiose avec des bactéries fixatrices
d’azote appartenant au genre Rhizobium. Cette relation symbiotique favorise la création de
nodules sur les racines, ou azote de l'air est transformé en formes que la plante peut assimiler,

diminuant par conséquent le besoin d’engrais azotes artificiels ( Rahman et al ;2023).

Outre la fixation de I’azote, certaines variétés de Rhizobium génerent des métabolites
secondaires comme les bactériocines, qui sont capables d'empécher la prolifération des micro-
organismes nuisibles dans le sol. Grace a ses caractéristiques antibactériennes, Rhizobium
présente un potentiel en tant que moyen de bio contréle, aidant a défendre les plantes contre

une variété d'agents pathogenes (Mwenda et al, 2023).

La compétitivité des souches Rhizobiennes, soit leur aptitude a coloniser la rhizosphére
de maniére efficiente et a développer des nodules en coexistence avec d’autres micro-
organismes, est un élément crucial pour la réussite de l'inoculation. Des recherches récentes
ont démontré que cette capacité compétitive est modulée par des interactions complexes entre
les différentes souches de Rhizobium et d'autres bactéries du sol, susceptibles d’influer sur la

constitution des nodules et la productivité des plantes hétes (Zhang et al, 2024).
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L’objectif de ce travail a étéd’isoler, d’identifier et de caractériser des souches de
Rhizobiumapartir de nodules racinaires de Vicia faba, tout en évaluant leur capacité

compétitive. Le buta étéde choisir des souches performantes capable d’optimiser la symbiose
Rhizobienneet lerendement des légumineuses.
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Chapitre 1 La rhizospheére

Chapitre 1 : La rhizosphére

1.1. Définition

Le terme rhizosphere, a été introduit en 1904 par le bactériologiste Lorenz Hiltner (Anton et
al., 2008), il provient du grec, combinant « Rhizo » signifiant racine et « Sphere » deésignant
un champ d'influence (Morgan et al., 2005).

Il désigne la zone du sol immédiatement adjacente aux racines, influencée directement par les
exsudats racinaires. Cette région du sol, particulierement riche en nutriments, constitue un
environnement propice au développement d’une microflore dense. L’activité de ces
microorganismes modifie a la fois la composition et les propriétés chimiques du sol (Hiltner,
1904). Les bactéries qui colonisent cette zone spécifiqgue sont communément appelées les
«Rhizobactéries».

La rhizosphere se divise en trois parties : I’endorhizosphére (intérieur de la racine), le

rhizoplan (surface de la racine) et I’ectorhizosphére (sol proche de la racine) (Figure 1)
(Mcnear, 2013).
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Figure 01 : Représentation des trois zones de la Rhizosphere

(Lynch, 1983).



Chapitre 1 La rhizosphere

1.2. Les légumineuses
1.2.1. Généralités

Les légumineuses sont des plantes qui appartiennent a la famille des
Fabacées(Fabaceae). En termes de richesse spécifique, les légumineuses représentent la
troisieme plus grande famille d'angiospermes apres les orchidées et les astéracées. Sur le plan
biogéographique, les légumineuses se retrouvent dans quasiment tous les biomes terrestres, y
compris ceux les plus extrémes, et elles assument des fonctions écologiques significatives
(Vincent, 2019).

1.2.2. Classification des légumineuses

Les légumineuses sont classées en trois sous-familles
1.2.2.1.Caesalpinoideae
Cette sous-famille regroupe essentiellement des arbres ou des arbustes que I'on trouve en zones
tropicales et subtropicales, seulement 23% des espéces de Caesalpinioideaeont été identifiees
comme aptes a la nodulation. Leurs fleurs irréguliéres présentent cing pétales non distincts et
des étamines visibles de [l'extérieur (Sebihi, 2008 ; Ghalem,2009 ; Fitouri,2011 ;
Sousou,2013).

1.2.2.2.Mimosaidea

Il s'agit principalement d'arbres et d'arbustes originaires des zones tropicales et subtropicales.
Cette sous-famille englobe 62 genres et pres de 2500 espéces, et parmi les 10% d'espéces déja
étudiees, plus de 90% présentent une nodulation. Les étamines et les petites fleurs constituent
les éléments les plus visibles de la fleur (Saoudi, 2008 ; Sebihi, 2008 ; Ghalem, 2009 ; Fitouri
,2011 ; Sousou, 2013).

1.2.2.3. Papilionideae

Cette sous-famille est la plus variée, comportant 429 genres et plus de 12000 especes,
principalement des herbes et petites plantes. On les retrouve partout dans le monde, en régions
tempérées et tropicales. Parmi les espéces évaluées, 97% sont nodulées. Ces plantes ont des
fleurs a forme de papillon dotées d'un pétale supérieur (Sebihi, 2008 ; Ghalem, 2009;Sousou,
2013) .
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1.3. Intérét des légumineuses

1.3.1. Intérét agronomique

Leur importance en agronomie est principalement due a leur capacité de fixation
symbiotique de l'azote (Journet et al., 2001).La valeur agronomique des légumineuses
alimentaires en tant que culture de rotation pour le blé est liée a leurs avantages agronomiques.

Dans ce contexte, elles offrent les bénéfices suivants :

1-Capacité a fixer l'azote atmosphérique (N2).

2- Capacité a améliorer les propriétés physiques du sol.

3- Options de contr6le chimique efficace contre certaines mauvaises herbes qui nuisent aux
ceréales (comme les folles avoines et les Bromes en Algérie) et certaines maladies fongiques
affectant les céréales (comme le piétin-échaudage par exemple).

4- capacité a améliorer la qualité du grain de blé (Agrichem Algérie,2021).

Les legumineuses ont la faculté de rendre solubles les phosphates de calcium et le phosphore

par le biais de leurs exsudats racinaires (Lazrek, 2008).

1.3.2. Intérét environnementale

Gréace a ses associations symbiotiques avec les Rhizobiums,Retama spherocarpaparticipe a
I'enrichissement des sols et a la prolifération de la végétation dans les zones arides et semi-arides
(Boulilaet al.,2009). Il prévient l'invasion des dunes de sable et les dispositifs anti-vent (Ferry et
al., 1990). Il aide aussi a diminuer les rejets de gaz a effet de serre et a minimiser l'usage d'engrais

azotés, qui participent a I'émission de CO2 et de N20 (Rispail et al., 2010).

De plus, I'érosion a souvent pour conséquence d'aggraver I'épuisement des sols tropicaux
qui est déja provoqué par une agriculture et un élevage intensifiés. Une option pour y parvenir est
de cultiver des plantes qui fixent l'azote. Dans la premiere situation, ces plantes agissent comme
un engrais vert, clest-a-dire qu'elles sont intégrées dans le sol par labourage avant
I'ensemencement des céréales. Dans le second cas, ou l'on vise a protéger les sols érodés, on

utilise des plantes pionnieres pour stabiliser les dunes mouvantes ou les pentes dénudées, en
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maintenant le sol grace a leur solide systeme racinaire. Ces plantes peuvent étre issues de la
famille des légumineuses (Domergue et al.,1985).

Certaines especes possedent une toxicité, telles que les féeves de Calabar, les graines et les

fleurs de Spartiumjunceum. 1l convient également de mentionner son utilisation en tant

qu'insecticide :la roténone, un insecticide naturel dérivé des plantes du genre Derris, est le

seul autorisé en agriculture biologique(Saoudi, 2008).

1.3.3. Intérét alimentaire

L'attrait alimentaire est clair : cette famille se classe au deuxieme rang mondial, juste apres
les céréales. Parmi les exemples, on peut mentionner le soja, les lentilles, les haricots et diverses
autres feves. Les graines de légumineuses renferment typiquement entre 20 et 30% de protéines
etsont spécialement abondantes en lysine, un acide aminé indispensable pour le développement
(Djebali, 2008).

Les variétés modernes de céréales a forte productivité (riz, sorgho, mais) issues de la
sélection, requiérent une grande quantité d'eléments minéraux ; elles drainent rapidement les sols
tropicaux qui sont fréiqguemment trés déficients en azote, en phosphore et en dautres éléments
essentiels.

Ledéveloppement des plantes. L'augmentation des rendements nécessite donc une quantité
considérable d'engrais azotés et phosphatés. Cependant, le colt de ces engrais, généralement
importés des pays développés, est incompatible avec les moyens financiers de la plupart des

agriculteurs dans les pays tropicaux ou en développement (Dommergues et al., 1985).

1.4. La plante légumineuse Vicia faba. L

L’espéce Vicia faba L (Figure 2) est une légumineuse protéagineuse qui fait partie de la
sous famille des Papilionaceae (Pierre et al., 1999). Elle est caractérisée par ses feuilles rigides
portant 2 a 6 folioles (Daoui, 2007), des fleurs blanches avec des taches noires sur les ailes et des

fruits en gousses verticales contenant des graines (Beraud, 2007).
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L’espéceV. Fabase divise en trois catégories botaniques (Pesson, 1984), qui différent

principalement par la taille de leurs graines (Lopez-Bellido, 2005) :

Vicia fabamajor : connue sous le nom de féve, cette plante est cultivée pour étre consommée
par 'hnomme.

Vicia fabaminor : il s'agit de la féverole qui a des graines de taille inférieure.

Vicia fabaequina: incluant des graines plus légéres que celles de V. fabamajor, mais plus
lourdes que celles de V. fabaminor.

La Vicia faba possede un systéme racinaire pivotant qui abrite des nodules contenant des
bactéries du genre Rhizobium. Ces derniéres établissent une symbiose fixatrice d'azote
atmosphérique avec la plante (Duc, 1997). Cela joue un réle crucial pour l'agriculture écologique
en réduisant la dépendance des agriculteurs vis-a-vis de I'utilisation massive d'engrais chimiques

pour maintenir la qualité du sol et de I'eau (Sillero et al ; 2010).

Figure 02: Les fleurs et les fruits de V. faba L
a: Feuilleset fleurs b : Tige c: gousses récoltées d: graines
(Mezani, 2010).



Chapitre 1 La rhizosphere

1.5. Fixation Biologique de I’azote

1.5.1. Importance de la fixation biologique de I’azote
L'importance de la fixation biologique de l'azote, illustrée par le cas typique de la
symbiose Rhizobia-légumineuses, est essentielle pour la productivité agricole et pour le
cycle biogéochimique de l'azote qui est indispensable au maintien de la vie terrestre (Perry
et al., 2004).

Ce processus est crucial pour la culture des plantes puisqu'il facilite la réduction des

colts, diminue les besoins en engrais azotés et aide donc a prévenir les complications

environnementales associées a l'utilisation de ces fertilisants (Jederet al., 1996).

L'agronomie visant un systéme a faible consommation d'intrants doit nécessairement
s'appuyer sur le mécanisme des symbioses qui fournissent les éléments nutritifs essentiels.
On fait ici notamment référence a I'association Rhizobia-légumineuses, qui garantit I'une des
fixations les plus performantes de l'azote atmosphérique (pouvant atteindre 200-300 kg
d'azote par hectare pour des légumineuses destinées au fourrage ou des plantes semenciéres
telles que le soja) (Adolphe et al., 2017).

Par le biais de cette relation symbiotique, les legumineuses contribuent a la replantation
des écosystemes carencés en azote, en se positionnant comme flore pionniére et déclencheuse

d'une succession écologique (Giraud, 2007).

1.5.2. Réle du phosphore

Le phosphore est un élément crucial pour la plupart des légumineuses, puisqu'il se lie a

I'azote (N) par l'intermédiaire du Rhizobium. L'apport du phosphore favorise la fixation de l'azote

par les légumineuses et leur croissance efficace. De nombreuses recherches ont démontré que

I'association de l'inoculation de Rhizobium a une fertilisation phosphatée favorise le PUE fécondé,

I'expansion végétative et les critéres de productivité de diverses légumineuses, y compris les pois

chiches et le soja (Ronneret al., 2016; Kyei-Boahen et al., 2017; Ulzenet al., 2018).

L'inoculation du de pois d'Angoleavec le Rhizobium a stimulé la libération d'une

importante quantité d'acides organiques, provoquant une augmentation de la disponibilité du



Chapitre 1 La rhizosphere

phosphore inorganique (Pi) dans la rhizosphére et une amélioration de I’efficacité d’utilisation

du phosphore (Yamamoto et al.,2022).

Ces observations indiquent que l'introduction de Rhizobium chez les Iégumineuses favorise
leur capacité a mobiliser le phosphore, ce qui renforce la condition du phosphore dans la
rhizosphere liée et, par consequent, l'efficacité d'utilisation du phosphore fertilisé. Mei et ses
collaborateurs (2012) ont examiné l'impact d'un systéme de culture mixte sur les productions de
féverole et de mais inoculés au Rhizobium en Chine, dans un contexte de fertilisation phosphorée.
IIs ont démontré que la culture en association de féverole et de mais avec inoculation de
Rhizobium favorisait une augmentation du PUE fertilisé par rapport a la culture en monoculture
(Massawe et al ; 2017).

1.5.3. La nodulation
1.5.3.1. Processus de nodulation

L'interaction entre la plante héte et le Rhizobia conduit a la production de lipo-oligosaccharides
spécifiques, appelés facteurs nod, par la bactérie. Cela est provoqué par les composés phénoliques
(Flavonoides, chémoattracteurs) exsudés par la plante hote (Mulder et al., 2005 ; Rodriguez-
Navarro et al., 2007). Il s'agit de signaux moléculaires qui stimulent la division des cellules
corticales de la racine, entrainant la création d'un nouvel organe différencié chez la plante, a savoir

le nodule ou nodosité (Figure 3) (Faghire,2013).

Les cellules mdicales — 4 ‘-yq O
forment les nodules {7

La bactérie sa transforme ]
en bactéroide i l'intérienr
de la cellule vEzétale

par laguel les rhizobivms pénétrar
dans les cellules vézitales.

Figure 03 : Différentes étapes de I’établissement de la symbiose Rhizobia-
Iégumineuse (Faghire, 2013)
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1.5.3.2. Les étapes de la formation des nodosités

v La plante légumineuse produit des flavonoides, des composés que les
Rhizobiums détectent spécifiquement, ce qui déclenche un processus de
chimiotactisme ou une souche bactérienne réagit de maniere sélective a ces signaux.

v Les bactéries s'attachent aux poils absorbants de la plante, entrainant une
stimulation de la production de nombreuses fibres absorbantes courtes.

v Les bactéries viendront par la suite percer la paroi cellulaire du poil absorbant.
Le poil absorbant est sujet a une invagination qui donne naissance a un tube appelé

cordon d'infection, s'enfongant dans la cellule.

v Le fil infectieux se diffuse vers les cellules du cortex de la racine, ou il se

subdivise.

v Les cellules du cortex, en phase de mitose, commencent a créer un nodule, un

phénomene qui devient manifestement visible.

v Le nodule persiste a croitre, indiquant la phase observable du processus de

création des nodosités (Figure 4) (Perrin, 2019).

Stimulation des
divisions cellulaires pa
les signaux mitogene

Poil absorbant

de racine

Les poils se multiplient
of s¢ courbent

Bacténes Rhizobium

Attraction, attachement
spécifiques. Emission des

cortex de la racine facteurs nod et mitogénes
I_épidamc de la racine

Le eordon se ramific dans les
cellules corticales. 11 est envahit
de bactlries quis'v multiplient.

cortex de la racine

un nodule visible se ¢piderme de Ja racine

forme

Stimulation des
divisions ecllulaires p:
les signaux mitogénes)

Poil absorbant
de racine

formation du cordon
infecticux

Bactéries Rhizobium
Les bactéries envahissent le
cordon et s'v multiplient

L ¢piderme de la racine

cortex de la racine

= cortex de la racine

= tissu conducteur de la
racine ou du nodule

méristéme
nodulaire

Zzone active de fixation
du diazote

zone sénescente

1/2 racine en coupe longitudinale montrant un
nodule fonctionnel

Figure 04 : Les étapes de la nodulation (Perrin, 2019).
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1.6.: Rhizobium

1.6.1. Taxonomiede Rhizobium

Les Rhizobium, également appelés Rhizobia et appartenant au genre Rhizobium, de la
famille des Rhizobiaceae.

Traditionnellement, le terme « Rhizobium » a été utilisé pour désigner un groupe
specifique de bactéries du sol appartenant a un ensemble de genres apparentés, capables
d’établir une symbiose avec les légumineuses en formant des nodosités racinaires ou

caulinaires(Springer,2019)..

Durant les vingt-cing derniéres années, des investigations approfondies ont permis de
mieux comprendre la diversité des Rhizobia, aboutissant a I’identification et a la classification

officielle de nombreux genres et espéces jusqu’alors inconnus (de Lajudie et al., 2019).

Au début des années 1980, toutes les bactéries fixatrices d’azote en symbiose avec les
légumineuses étaient regroupées dans un seul genre, Rhizobium, comprenant uniquement six
especes reconnues : R. leguminosarum, R. meliloti, R. trifolii, R. phaseoli, R. lupin et R.
japonicum. Depuis, les avancées scientifiques ont profondément remanié cette classification,
portant le nombre d’espéces connues a environ 238, réparties dans 18 genres distincts

(Shamseldin et al., 2016).

La plupart des Rhizobia actuellement connus sont affiliés a la classe des a-
Proteobacteria, répartis entre plusieurs familles, dont : Rhizobiaceae (Rhizobium, Ensifer
[anciennement Sinorhizobium], Allorhizobium, Pararhizobium, Neorhizobium, Shinella),
Phyllobacteriaceae  (Mesorhizobium,  Aminobacter,  Phyllobacterium), Brucellaceae
(Ochrobactrum), Methylobacteriaceae (Methylobacterium, Microvirga), Bradyrhizobiaceae
(Bradyrhizobium), Xanthobacteraceae (Azorhizobium) et Hyphomicrobiaceae (Devosia). En
paralléle, quelques genres de Rhizobia appartiennent a la classe des P-Proteobacteria,
notamment ceux de la famille des Burkholderiaceae, tels que Paraburkholderia, Cupriavidus
et Trinickia (Estrada-de los Santos et al., 2018).

La classification des Rhizobium a été révisée réecemment, mettant en lumiére une grande

diversité parmi les souches fixatrices d’azote provenant de diverses légumineuses (tableau 1)
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Tableaul : Classification des Rhizobia selon Berrada et Benbrahim (2014).

Source d'isolement

Référence

Famille:Rhizobiaceae
Ordre: Rhizobiales

Classe: Alphaproteobacteria

Genre : Rhizobium R. leguminosarum
Symbiovarviciae

symbiovartrifolii

symbiovarphaseoli

R. galegae

SymbiovarofficinalisSymbiovarorientalis

Pisum, Viciae, Lens,

Lathyrus Trifolium

pratensePhaseolusvulgaris

Galega, Leucaena
Galega orientalis

Galegaofficinalis

Frank et al., 1889
Frank et al., 1889;
Jordan et al., 1982
Jordan et al., 1982;
Renan et al., 2012
Frank et al., 1889;
Jordan et al., 1982
Terefework et
al.,1998;Lindstrom
et al., 1989
Lindstrom et al.,
1989

Martinez et al., 1991
Renan et al., 2012
Martinez et al., 1991
Lopez et al., 2010

12




Chapitre 1 La rhizospheére

On peut classer les Rhizobia en fonction des especes végétales avec lesquelles ils sont
liéset de leur rythme de développement. On compte parmi les variétés de bactéries

rhizobiums:

e Rhizobium leguminosarum
eRhizobium alamii
eRhizobium lantis
eRhizobium japonicum
eRhizobium trifolii
eRhizobium phaseolii.

eRhizobium smilacinae

1.6.2. Caracteres morphologiques

Les bacteries du genre Rhizobium sont des organismes a Gram négatif, aérobies stricts,

de morphologie bacillaire, et ne présentant pas de capacité de sporulation (Jordan, 1984).

Ce sont des bactéries qui sonthabituellement mobiles, elles possédent des flagelles qui
leur permettent de se déplacer. Elles présentent une forme allongée en batonnet, mesurant
environ 0,8 um de diameétre pour 2 um de longueur (figure 2). Toutefois, une fois a 1’intérieur
de leur héte, leur morphologie se modifie : elles prennent alors des formes atypiques, souvent

irregulieres, pouvant évoquer la lettre « Y » (Briggs,2021).
Cette bactérie présente deux morphologies distinctes (Hoben et Somasegaram, 1994) :

» Forme végétative : Elle apparait sous forme de bacilles réguliers, mesurant de 1,2 a 3

um de longueur pour 0,5 a 0,9 um de largeur (figure 5).

« Forme bactéroide : A l'intérieur des nodules racinaires, elle évolue en bactéroides,

affichant des morphologies variées, réguliéres ou irréguliéres.
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Figure 05 : Observation des Rhizobia en microscopique électronique a
fort grossissement(X10000)

1.6.3. Caracteres culturaux

Sur le milieu solide YMA (Yeast Mannitol Agar), Rhizobium développe de grandes
colonies circulaires, légérement surélevées, brillantes, de teinte blanche laiteuse, avec une

consistance mucoide prononcée (Almihyawi et al., 2024).

En milieu liquide YMB (Yeast Mannitol Broth), deux phénotypes se distinguent selon

la vitesse de croissance (Amrani et al., 2010) :

* Rhizobium a croissance rapide : une turbidité est visible au bout de 2 a 3 jours
d’incubation.

* Rhizobium a croissance lente : le trouble du milieu ne se manifeste qu’aprés 5 a 7
joursd’incubation.
1.6.4. Caracteres biochimiques et physiologique

Le genre Rhizobium posséde un systéme respiratoire capable d’utiliser I’oxygene
comme accepteur final d’électrons en conditions aérobies. En conditions anaérobies, certaines
especes de ce genre sont capables de recourir aux nitrates ou aux nitrites pour assurer la

continuité de la chaine respiratoire (Werner, 1992 et Benguedouar, 2000).

Selon (Somasegaran et Hoben, 1994), les souches de Rhizobium présentent une
croissance optimale a des températures comprises entre 25 et 30 °C et un pH situé entre 6,0 et
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7,0. Elles restent toutefois capables de se développer dans des conditions plus extrémes,

avec des températures allant de 4 a 42,5 °C et un pH variant de 4,5 a 9,5.

1.6.5. Caractére génétique

La recherche sur la génétique de Rhizobium est rendue complexe par I’implication d’un
grand nombre de genes dans la symbiose et par les particularités génétiques propres a chaque
souche (Pelmont, 1995).

Les bactéries du genre Rhizobium capables de former des nodules sur les légumineuses
présentent une sensibilité notable, attribuable a la nature spécifique de leur patrimoine
génétique (Raposeiras et al., 2002).

Le génome du Rhizobium présente une organisation remarquable : selon les espéces, il
peut étre constitué de trois types de réplicons distincts, incluant un chromosome principal de
plus de 4 Mb, un mégaplasmide dont la taille varie entre 1 et 2 Mb, ainsi qu’un plasmide plus

petit, généralement inférieur a 1 Mb (Laranjo et al., 2002).

Chez toutes les souches de Rhizobium meliloti, on retrouve un mégaplasmide (appelé
Psym) de grande taille, qui constitue un élément notable. Ce plasmide symbiotique unique

abrite les genes essentiels a la nodulation (Nod) ainsi qu’a la fixation de I’azote (Fix et Nif).

Il contient également des genes impliqués dans la synthése de bactériocines et la
production de pigments (Werner, 1992 ; Pelmont, 1995 ; Patriciaetal., 1998).
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Chapitre 2 : Activité antimicrobienne des Rhizobia

2.1. Compétition pour la nodulation

L'interaction entre les Rhizobiums et I'nGte est caractérisée par un niveau élevé de
collaboration entre les deux parties, impliquant de nombreuses transmissions de signaux ainsi
qu'un transfert considérable de ressources métaboliques (Oldroyd et Downie, 2008 ;
Oldroyd et al., 2011;Udvardi et Poole, 2013), Il est également indispensable de considérer
les interactions communautaires qui existent entre les Rhizobia et les micro-organismes

concurrents(Checcucci et al., 2017).

Les Rhizobia montrent des traits antagonistes et des aspects évolutifs de compétitivité
qui peuvent aussi étre identifies (Sachs et al., 2018). Ainsi, la compétitivité d'une souche est
rapidement identifiée comme un critére essentiel a considerer lors de I'élaboration d'inoculants
de Rhizobia (Schumpp et Deakin, 2010), particulierement pour les sols ou coexistent des
souches concurrentielles, mais moins performantes et plus adaptées aux conditions locales
(Estrella et al., 2009).

Les variétés les plus compétitives peuvent aussi perdurer plus longtemps dans le sol, ce
qui leur permet de dominer la population du sol et d'accroitre leurs probabilités de remplir la
majorité des nodules lors du prochain cycle de culture (Daubech et al.,2017;0Onishchuk et
al., 2017). Il est donc possible d'améliorer la compétitivité de I'inoculant non seulement sur le
plan génétique, mais également par le contrdle de facteurs extérieurs, tels que la culture et la
conservation des bactéries, la formulation des milieux de culture, lincorporation de
substances stimulantes et la production de facteurs antagonistes. En outre, pour évaluer la
compétitivité d'une souche en fonction de l'occupation des nodules, il est impératif d'inclure
des vérifications sur le terrain qui corroborent les résultats obtenus dans des conditions
maitrisées (Fabiano et Arias, 1991 ; Nangul et al., 2013).
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2.2. Antagonisme entre les bactéries rhizosphériques

Les communautés microbiennes interagissent de diverses facons, soit en se soutenant
mutuellement, soit en s'opposant les unes aux autres. Pour faire face aux défis et cohabiter
avec d'autres microorganismes, les bactéries luttent constamment pour l'acces aux nutriments

et a I'espace écologique (Hibbing et al., 2010).

Dans le contexte de l'antagonisme bactérien, il est crucial de qualifier une souche
productrice comme celle qui peut synthétiser des composés toxiques inhibant I'expansion
d'autres souches non productrices, généralement réceptives a la substance (Russel et al.,
2017). La production de ces substances toxiques peut affecter la concurrence entre bactéries,
avec un avantage accordé aux souches qui les produisent par rapport a celles qui ne le font pas
ou qui y sont sensibles. Ces souches productrices tendent donc a dominer I'espace microbien
dans lequel elles se situent (Khare et Tavazoie, 2015).Néanmoins, les souches productrices
et sensibles réagissent differemment lorsqu'elles sont placées dans un environnement structuré
comparé a un environnement non structuré (Kelsic et al., 2015 ; Chacon et al., 2018).

Dans un contexte non organisé ou une population de souches sensibles a été établie, les
souches productrices ne peuvent pas envahir puisqu'elles sécretent des toxines qui freinent
leur croissance comparativement aux souches sensibles. Dans un cadre organisé tel que la
surface d'une plaque de gélose, les souches qui produisent et celles qui sont sensibles se
développent en colonies distinctes. Les toxines émises par la colonie productrice se propagent
vers les colonies sensibles, ce qui rend les ressources plus accessibles pour les souches
productrices en raison de leur suraccumulation. Ainsi, bien que leur vitesse de développement
soit inférieure, le nombre de souches productrices augmente par rapport aux souches sensibles
(Stubbendieck et al., 2016).

On a rapporté la production de diverses substances inhibitrices par les bactéries. Parmi
celles-ci figurent des antibiotiques a large spectre, des acides organiques, des sidérophores,
des composes organiques volatils, des antifongiques et des bactériocines (Riley, 2009 ; Li et
al., 2013 ; Meena et Kanwar, 2015 ; Sindhu et al., 2016).

2.3. La lutte biologique par les Rhizobia

Les Rhizobia sont des micro-organismes capables de s'installer sur les racines et
d'établir des liens symbiotiques avec les plantes de la famille des légumineuses (Ndoye,
1990).
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Ils contribuent non seulement de maniere significative a la fixation biologique de I'azote

et a I'amélioration de la croissance des végétaux, mais diminuent aussi l'apparition de

maladies dans diverses plantations (Gopalakrishnan et al., 2015).

Les Rhizobia et leurs divers genres présentent un potentiel considérable pour réguler la
prolifération de plusieurs champignons phytopathogénes, tels que : Phytophtora,
Rhizoctoniaet Fusarium, ainsi que les agents pathogénes (Chao, 1990).

De nombreuses bactéries comme Ralstonia et Xanthomonas peuvent étre nuisibles pour
les  plantes, cependant, les agents pathogénes les plus significatifs demeurent les
champignons et les oomycétes. La production d'antibiotiques, d'enzymes mycolytiques et de
sidérophores dans des conditions carencées en fer est principalement a l'origine de l'activité
antagoniste des Rhizobiums (Ongena et al., 1999 ; Mishra et al., 2006),0utre la compétition
et linduction de résistances systémiques associées aux mécanismes de défense des
plantes(Elbadryet al., 2006).

2.4. L’importance de I’étude des interactions entre les Rhizobia et les autres

microorganismes

Il est manifeste que l'examen des interactions entre les Rhizobia et dautres
microorganismes du sol revét une grande importance, car des recherches ont démontré que
I'effet positif de ces bactéries pourrait étre amplifié grace a une inoculation conjointe avec
d'autres microorganismes, entrainant ainsi un impact additif ou synergique. Par exemple,
I'association de souches de rhizobium avec des souches d'Azospirillum, d'Azotobacter ou de
Pseudomonas a démontré une hausse de la production de matiere seche, du rendement des
graines et du taux d'azote dans diverses légumineuses, comparativement aux légumineuses
inoculées uniquement avec des rhizobium(Burns et al., 1981; Iruthayathas et al., 1983; Sarig
et al., 1986 ; Rodelas et al., 1999; Burdman et al., 1998; Kumawat et al., 2019).

Des recherches récentes ont également démontré que les souches autochtones peuvent
stimuler le développement symbiotique grace a un inoculant rhizobien. On a constaté que le
Rhizobium fabae extrait du sol stimule la nodulation du Rhizobium etli via un processus qui
dépend de la détection du quorum(Miao et al.,2018).Outre cet effet de synergie, on note des
interactions compétitives ou antagonistes qui favorisent la survie des bactéries ou leur
concurrence avec d'autres microorganismes. Dans ce cadre, la production de bactériocines
représente un facteur antagoniste, a l'origine de la prédominance de certains souches sur

d’autres (Gross et Vidaver, 1978 ; Riley et Wertz; 2002;Wheatley et Poole, 2018).
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2.5. Les bactériocines

2.5.1 Définition et généralités

Gratia a découvert les bactériocines en 1925, prouvant l'existence d'une substance
inhibitrice dérivée du dialysat d'un milieu de culture d'Escherichia coli V. Cette substance,
qui a eté par la suite désignée comme colicine V, freine la prolifération d'E.coli. Suite a cette
découverte, I'étude des bactériocines a considérablement augmenté en raison de leur

application.

Au fil du temps, diverses définitions des bactériocines ont été proposées (Dortu et al ;
2009). Selon Klaenhammer (1988), les bactériocines sont des proteines, ou des complexes
proteiques, dotés d'une action antibactérienne contre des especes similaires a la souche qui les
produit. D'apres Braun et ses collaborateurs (1994), les bactériocines sont générées par des
bactéries Gram positif et Gram négatif, toutefois, celles issues du Gram négatif font l'objet de la
plus grande recherche. Elles possedent une structure en domaines qui est engagee dans la liaison a
la cellule cible. Selon Cenatiempo et collaborateurs (1996), les bactériocines sont définies
comme toute molécule protéique, produite par le biais de la voie ribosomique, possédant une

action bactéricide ou bactériostatique.

Toutefois, selon Rea et al. (2011), les bactériocines sont des peptides antimicrobiens,
modifiés ou non post-traductionnellement, qui sont produits par des bactéries dotees d'un systeme
les protégeant contre leur propre synthése. Pour conclure, Yang et al., (2014) definissent les
bactériocines comme des peptides antimicrobiens de synthése ribosomique produits par les
bactéries, capables d'éliminer ou d'inhiber les souches bactériennes, qu'elles soient productrices ou
non. Ces molécules appartiennent a la catégorie la plus abondante et diversifiée d'agents

antimicrobiens, constituant ainsi une arme microbienne atypique (Silva et al., 2018).

L'abondance de définitions fournies par différents auteurs illustre la difficulté a
caracteriser les bactériocines. Néanmoins, les bactériocines sont une classe de molécules
bioactives que les bactéries produisent par mécanisme ribosomique ou plasmidique afin d'assurer
leur survie. Les bactériocines constituent une vaste catégorie de composés antagonistes qui
different grandement en termes de poids moléculaire, de caractéristiques biochimiques, de

domaine d'action et de mécanisme d'action (Klaenhammer, 1988).
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2.5.2. Les bactériocines produites par les Rhizobia

Selon Gross et Vidaver (1978) et Triplett et al. (1988), les bactériocines produites
par Rhizobium spp. ont été identifiées comme des phages et possedent des caractéristiques
antibiotiques. Plusieurs variétés de rhizobium, y compris Rhizobium leguminosarum et
Bradyrhizobiumsp. (souches produisant de la bactériocine), générent des bactériocines qu'on
appelle rhizobiocines (Roslycky et al., 1967 ; Goel et al., 1999).

L'impact de la production de bactériocine sur la compétition pour la nodulation chez le
haricot a été examiné en co-inoculant une souche de Rhizobium sp. productrice de
bactériocine avec une souche sensible dans un environnement stérile. La souche genératrice
de bactériocine présentait un nombre supérieur de nodules par rapport a la souche réceptive,
ce qui laisse supposer leur influence sur la competitivité de la nodulation (Goelet al.,
1999).En effet, d'autres études ont démontré que le Rhizobium GR4, dans un milieu liquide
aseptisé et un sol stérilisé, produit des enzymes proteolytiques et des bactériocines qui
inhibent la souche Rhizobium S24 du haricot (Ahlawat et al., 1996).

La génération de bactériocines par les Rhizobia a partir des résidus de la rhizosphere
adjacente a des plantes non legumineuses (comme le lupin blanc, le blé tendre et le mais) joue
aussi un réle crucial dans les compétitions entre espéces (Ambika et al., 2014).

Par ailleurs, Allaiah (2008) a observé les caractéristiques bactériocinogenes et la
résistance des souches productrices a leurs propres bactériocines. Il a souligné que cette
résistance n'était pas inconditionnelle, puisque certaines souches montraient une sensibilité

face a des concentrations accrues de leurs propres bactériocines.

2.5.3 Classification des bactériocines de Rhizobia

Les souches Rhizobiennes produisent des bactériocines qui ont été classées en trois
groupes : petites, moyennes et grandes, selon leur taille approximative et leurs propriétés de

propagation (Tableau 2).
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Tableau 2:Classification des bactériocines en fonction de leur taille

Numéro

Type de Especes productrices
bactériocines

Référence

Petites R.
leguminosarum

R.trifolii

*Schwinghamer et
Brockwell.(1978); Gross et
Vidaver. (1978), Hirsch.
(1979); Van Brussel et al.
(1985); Gray et al. (1996),
Schripsema et al. (1996);
Goel et al. (1999); Yajima et
al. (2008), Sridevi and
Mallaiah. (2008).
Schwinghamer et
Belkengren. (1968);
*Triplett et Barta
(1990);
Triplett(1990);Triplett.
(1988)

Moyennes R.leguminosarumbv.
viciae

R. japonicum

*Hirsch.(1979).Rodel
aset al. (1998); Oresnik et
al.
(1999);Wisniewski.(1983),

*Hafeez et al.

(1978);
Roslycky. (1965)

Grandes R. lupine

LotzetMayer(1972);
Schwinghamer et
al. (1973)

Bactériocinelik R.trifolii
(Substance inhibitrice)
BLIS

R. japonicum

*Schwinghamer.
(1971); Schwinghamer et al.
(1973);Schwinghamer
(1975),Schwinghamer et

Brockwell. (1978),
Joseph et al. (1983);
Hodgson et
al.(1985);Triplettet

Barta.(1990);Grosset

Vidaver.(1978)

Rhizobiocines Rhizobium  spp.

Goel et
al.(1999);Sridevi

et Mallaiah.(2008)
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Chapitre 3 : Materiel et méthodes

1. Lieu d’étude

Cette étude a été realisée au sein du Laboratoire de Microbiologie Appliquée a
I’Agroalimentaire, au Biomedical et a ’Environnement (LAMAABE) de I’Université¢ de
Tlemcen (Algérie). L objectif de ce travail experimental est 1’identification et caractérisation

de souches de Rhizobium a haut pouvoir competitif.

2. Isolement des bactéries a partir des nodules

2.1. Description de la zone d’étude

Dans le cadre de notre étude, nous avons prélevé trois échantillons de la plante Vicia
faba (feve) a partir de différentes zones situéesdans la wilaya de Tlemcen. Le premier
prélevement a été effectué dans la région de Maghnia, tandis que le second échantillon a été
récolté dans la région de Beni Boussaid, et Zerigua est la 3eme région dans laquelle
I’échantillon numéro 3 a €té prélevé (Figure 06).Chaque échantillon a été codé selon la région
de collecte : Maghnia (Mg), Beni Boussaid (B) et Zerigua(Z). Cette démarche nous a
permis d’explorer la variabilité locale de cette espéce en fonction des conditions
environnementales propres a chaque site. Le travail de terrain a été enrichissant et nous a
offert une expérience précieuse dans la collecte et la préparation d’échantillons pour les

analyses en laboratoire.

Sidi Djillali

Figure 06 : Localisations géographiques des sites de prélevement(A) : localisation

des Mg, B et Z a la Wilaya de Tlemcen / (B) Localisation de Tlemcen en Algérie.
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2.2. Collecte des plantes

La collecte a été effectuée en suivant les méthodes recommandées par Vincent(1970)
ainsi que par Somasegaran et Hoben (1994).

La récolte des plantes a eu lieu au mois de février, une période ou les nodules au
niveau des racines sont pleinement formes et facilement repérables. Pour cela, il convient de
creuser jusqu’a une profondeur d’environ 20 cm afin de prélever la plante avec son systéme

racinaire, en veillant & ne pas endommager les nodules (Figure 07).

FigureQ7: La zone de prélevement (Photo personnelle)

2.3. Prélevements des nodules

Dans le but d’isoler les nodules pour les analyses ultérieures, la plante a d’abord été
sectionnée afin de séparer les parties aériennes des racines. Ces dernieres ont été
soigneusement nettoyées a I’eau de robinetafin d’éliminer toutes les impuretés. Les nodules,
de petite taille (1 a 2 mm), ont été extraits avec précaution a l'aide de ciseaux, puis

immédiatement séchés avec du papier absorbant pour éviter toute altération (Figure 08).

23



Chapitre 3 Matériel et méthodes

Figure 08 : La plante de la féeve extraite avec son appareil racinaire

(Photo personnelle)

2.4. Stérilisation des nodules

Pour assurer leur conservation dans un agent dessicatif, les nodules subissent d'abord
une phase de réhydratation en étant placés toute une nuit dans de I’eau froide au réfrigérateur.
Ils sont ensuite soumis a une désinfection rapide par immersion dans de 1’éthanol absolu
pendant 5 a 10 secondes, avant d’étre traités pendant 3 minutes dans une solution acidifiée de
chlorure de mercure (HgCl,) a 0,1 % (p/v) (Figure 09). Cette étape est suivie d’un ringage

rigoureux a I’eau distillée stérile, répété dix fois (Vincent, 1970).

FigureQ9 : La stérilisation des nodules (Photos personnelles).
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2.5.Ecrasement des nodules

A TI’aide d’une pince a bout émoussé, les nodules stérilisés ont été délicatement incisés
en surface dans une large goutte d’eau stérile déposée dans une boite de Pétri. Par la suite, ils
ont été broyés dans des tubes a hémolyse stériles a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile

(Figurel0).

FigurelO : Ecrasement des nodules (Photo personnelle).

3 .Les milieux de culture utilisés

Quatre milieux de culture ont été utilisés dans ce travail, permettant I’isolement et la

caractérisation des souches de Rhizobium (tableau3).
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Tableau 3 : Milieux de culture employés pour I’isolement et la caractérisation des

souches de Rhizobium

Milieu Composition Utilité Référence
Ajout
milieu solide a Isolement
YMA base de mannitol et | spécifique de la Annexel-
d’extrait de levure, | bactérie Rhizobium figure
YMA+10ml Mise en
YMA+RC de solution de rouge | évidence de Annexel-
de congo certaines figure
caractéristiquesdes
colonies
bactériennes
Observation des
YMA+BTB YMA-+ajout de | changements de pH Annexel-
bleu de aide a la figure
bromothymol différenciation des
bactéries
Milieu Permet de distinguer
Milieu GPA | specifique pour test | Rhizobium de Annexel-
de différenciation Agrobacterium figure

4. Isolement et purification des isolats

L’isolement a été effectué en suivant la méthode décrite par Vincent (1970),

le jus de nodule est prélevé a ’aide d’une anse de platine stérilisée par flambage au bec
Bunsen, puis étalé sur une boite de Pétri contenant un milieu sélectif, le Yeast-Mannitol Agar
(YMA) supplémenté de rouge Congo, selon la méthode décrite par Vincent (1970) (Annexes
1). L’ensemencement aété réalisé selon la technique des quatre quadrants afin d’obtenir des

colonies isolées, condition essentielle pour leur purification et leur caractérisation ultérieure.

Les boftes ensemencées ont été incubées & 28°C pendant une durée de trois jours. A
I’issue de cette période, les colonies présentant une morphologie similaire ont été
sélectionnées, puis repiquées dans le but d’assurer leur purification. Ces souches purifiées ont
ensuite été cultivées sur de nouvelles boites contenant le milieu YMA (Annexe 1) pour une

meilleure conservation et une caractérisation ultérieure.
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5. Caracteres morphologiques

5.1. Examen macroscopique

L’observation a I’échelle macroscopique des colonies s’est appuyée sur différents

critéres, parmi lesquels la morphologie, la texture et le diamétre des colonies.

5.2. Etat frais

L’analyse a I’état frais permet I’identification rapide de la forme cellulaire, du type de
mobilité et du mode de regroupement des bactéries. Elle s’effectue par observation

microscopique directe d’une culture liquide en croissance (Joffin et Leyral, 2006).

5.3. Coloration de Gram

Dans le cadre de notre étude, nous avons utilisé la technique de coloration de Gram,
I’une des méthodes de coloration les plus couramment employées. Elle permet de classer les
bactéries en deux catégories distinctes : les Gram positives et les Gram négatives (Tortora,
2003).

A partir de cultures fraiches sur milieu YMB (voir Annexe 01) pour chaque souche, une
préparation est réalisée en étalant une fine couche sur une lame, a ’aide d’une goutte d’eau

distillée stérile. La lame est ensuite séchée, puis fixée a la flamme d’un bec Bunsen .

5.4. Observation au microscope electronique a balayage (MEB) :

L’analyse microscopique des souches de Rhizobium a été effectuée grace a un
microscope électronique a balayage de type (Hitachi TM1000), au niveau du Département de
Physique de I’Universit¢ de Tlemcen, elle nous a permis d’observer avec précision les

structures superficielles des frottis réalisés a partir des colonies suspectes.

6. Caracteres biochimiques

6.1. Test de catalase

L’activité de la catalase a été mise en évidence en appliquant une colonie bactérienne

sur une lame de verre propre, suivie de I’ajout de peroxyde d’hydrogéne (H,O,) a 10
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volumes. La présence de bulles, résultant du dégagement d’oxygeéne, indique une réaction

positive (Lévy et al., 1992).

6.2. Test d’oxydase

Pour réaliser le test de I'oxydase, des bandelettes imprégnées d’oxalate de N-diméthyl-
paraphénylénediamine ont été utilisées. Une réaction positive se manifeste par une coloration
violet foncé rapide, traduisant la dégradation du substrat par les bactéries oxydase-positives
(Marchall et al., 1982).

6.3. Test du Citrate de Simmons

Un milieu incliné de citrate Simmons a servi a tester la capacité de nos souches a utiliser
le citrate comme unique source de carbone, ce qui implique I’activité de la citrate perméase et
de la citrate hydrolase. La surface du milieu a eté ensemencee par des stries longitudinales a

partir d’une culture cultivée sur milieu YMB (Annexe 1).

Apres incubation a 28 °C, I'utilisation du citrate entraine une augmentation du pH du
milieu, se traduisant par une coloration bleue caractéristique. En absence d’activité, le milieu

ne subit aucune modification chromatique et reste vert (Williams, 2009).

6.4. Test de bleu de bromothymol (BTB)

La production d’acidité ou d’alcalinité par les souches rhizobiennes a été évaluée en
cultivant les souches, issues de cultures en bouillon de 48 heures, sur un milieu YMA,
additionné de bleu de bromothymol (BTB) a 0,026 % (p/v) (Annexe 1).

Aprés une incubation a 28 °C pendant 3 a 7 jours, les boitesont été observées pour
détecter un changement de couleur du milieu, indicatif d’une variation du pH. Un virage de
couleur vers le jaune, traduisant une acidification du milieu, est associé aux souches de
Rhizobium a croissance rapide. En revanche, un changement vers le bleu, révélateur d’une
alcalinisation, correspond aux souches de Bradyrhizobium, caractérisées par une croissance
lente (Legesse, 2016).
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6.5. Test de rouge de Congo (RC)

La production de polysaccharides par la bactérie Rhizobium a été révélée par I’ajout de
1 % de RC au milieu YMA (annexe 1). La coloration rouge des colonies, résultant de

I’absorption du colorant, témoigne de cette production (Ondieki et al., 2017).

6.6. Test de GPA

Des colonies provenant de cultures pures sur le milieu YMA ont été ensemencées par
stries sur un milieu GPA solide (annexel). Les boites ont ensuite été incubées a une
température de 28 °C pendant 5 a 7 jours. L’absence de croissance sur le milieu GPA
constitue un indicateur clé, suggérant qu’il s’agit bien de Rhizobium, en raison de leur

incapacité a utiliser la peptone comme source de carbone.

A T’inverse, un changement de couleur du milieu révele généralement la présence de

contaminants, notamment des bactéries comme Agrobacterium (Kbede et al., 2022).

6.7. Réduction des nitrates

La nitrate réductase est une enzyme clé dans le processus d’assimilation de 1’azote,
catalysant la transformation des nitrates (NO3~) en nitrites (NO,™). Pour mettre en évidence
I’activité de cette enzyme, 5 ml de bouillon nitraté sont ensemencés avec la souche

bactérienne étudiée, puis incubés a 37°C pendant 24 heures.

A T’issue de I’incubation, on ajoute successivement trois gouttes des réactifs nitrate 1 et
nitrate 2. L’apparition d’une coloration rouge traduit la présence de nitrites, preuve que la
réduction des nitrates a eu lieu : la souche est alors considérée comme nitrate réductase

positive.

Si aucune coloration n’est observée, on introduit de la poudre de zinc dans le milieu. Si
une couleur rouge apparait apres cette addition, cela signifie que les nitrates restants ont été
réduits chimiquement par le zinc, indiquant que la bactérie ne posséde pas I’enzyme : elle est
donc nitrate réductase négative. En revanche, I’absence de coloration méme apres ajout du
zinc confirme que les nitrates ont déja été totalement réduits en d’autres composés, ce qui

indique une activité nitrate réductase positive (Lucinski et al., 2001).

7. Conservation des souches
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Nous avons utilisé deux méthodes de conservation :

7.1. Conservation a court terme

La conservation des souches de Rhizobium a été réalisée en utilisant un milieu YMA
coulé dans des tubes a essai positionnés en pente afin d’offrir une surface d’ensemencement
adéquate. Une fois la gélose solidifiée, une colonie issue d’une culture pure a été¢ déposée en
surface a I’aide d’une anse de platine stérile. Les tubes ont ensuite été incubés a 28 °C jusqu’a
I’apparition d’une croissance bactérienne. Apres incubation, les tubes ont été étiquetés et
conservés a 4 °C. Cette méthode assure une viabilité des souches pendant une période allant
de un a six mois (Vincent, 1970).

7.2. Conservation a long terme

Cette technique assure une conservation efficace des souches bactériennes sur une
longue durée. Une colonie pure de Rhizobium est dabord cultivée dans 5 mL de bouillon
YMB, incubée a 28 °C jusqu’a l’observation d’une turbidité indiquant la croissance

bactérienne.

Par la suite, 5 mL de glycérol stérile sont ajoutés au milieu afin de protéger les cellules
contre les dommages liés a la congélation. Le mélange obtenu est transféré dans des tubes
aEppendorf stériles, étiquetés et placés dans des boites de conservation appropriées. Enfin, les
échantillons sont congelés a -20 °C pour assurer leur viabilité a long terme (Shetta et al.,
2011).

8. Caracteres physiologiques

La croissance des bactéries du sol peut étre fortement influencée par certains facteurs
environnementaux. Parmi les plus importants figurent le pH (qui détermine I’acidité ou
I’alcalinité du sol), la température (qui agit sur le métabolisme et la reproduction bactérienne)
ainsi que la salinité, exprimée par la concentration en NaCl (source de stress pour les micro-

organismes).

8.1. L’effet de pH

Les souches ont été testées pour leur tolérance au pH sur milieu YeastMannitol(YM) en
phase liquide et solide, avec une adaptation a des valeurs de pH spécifiques : 4, 5, 6, 7, 8 et 9,

préparés avec des tampons pH. L'élaboration des solutions tampons phosphate et citrate-

30



Chapitre 3 Matériel et méthodes

phosphate, employées pour le calibrage du pH (Tableau en annexe 2), s'est effectuée en
conformité avec les méthodes standards exposées dans les manuels de chimie analytique et
microbiologie (Harris, 2015 ; Atlas, 2010).

Elles ont été incubées a une température de 28°C pendant une durée variant entre 3 et 7
jours, conformément aux procédures établies par Vincent (1970) et Somageraran et Hoben
(1985).

8.2. Effet de la température (°C)

Pour observer la croissance des isolats en fonction de la température, les souches sont
été cultivées a des températures de : 4°C, 28°C, 30°C, 37°C, 45°C et 50°C. La durée de
culture varie entre 3 et 7 jours, en fonction du type de croissance des souches (rapide ou
lente). Les souches ont été cultivées sur les milieux YMA et YMB. Dans un milieu liquide,
les tubes contenant 5 ml d'une solution YMB ont été inoculés avec 100 pl d'un
ensemencement frais et placés dans un incubateur-agitateur réglé a 150 tours par minute. Sur
un milieu YMA robuste, I'inoculation des divers isolats sur la boite de Petri a été réalisee en
utilisant la méthode des quatre quadrants ou par épuisement. On suit les protocoles tels que
décrits par Vincent (1970) et Somageraran et Hoben (1985).

9. Activité antagoniste in vitro des Rhizobia vis a vis des souches
bactériennes testées

L’effet antimicrobien du surnageant de culture de la souche Rhizobium sur différentes
souches bactériennes testées a l'aide d'un essai de diffusion en gélose. La technique consiste a
inoculerles souches testées (tableau 4) en stries sur une boite de gélose. Ensuite, 50
microlitres du surnageant de culture de Rhizobium ont été ajoutés dans les puits préalablement
préparés sur la méme boite de gelose Mueller-Hinton. Les boites ont été incubées a une
température de 37 °C pendant une durée de 24 heures. L'activitéantibactérienne a été
déterminéeen évaluant le diametre de la zone d'inhibition créée autour du puits (Figure
11)(Upadhyay et al ; 2020 ; Barefoot et Klaenhammer, 1983).
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Figure 11 : La technique de diffusion en puits (Barefoot et Klaenhammer, 1983).

Tableau 4 : Les souches testées.

Souches testées Origine

Acinetobacter baumannii Souche de référence  ATCC 19606

Staphylococcus aureus Souche de réference  ATCC 25923

Staphylococcus aureus Fournies par un étudiant de notre laboratoire
Staphylococcus caprae Fournies par un étudiant de notre laboratoire
Klebsiella pneumoniae Fournies par un étudiant de notre laboratoire
Proteus mirabilis Fournies par un étudiant de notre laboratoire
Serratia piquefiense Fournies par un étudiant de notre laboratoire
Pseudomonas aeruginosa Fournies par un étudiant de notre laboratoire
Enterococcus faecium 8DZ Fournies par un étudiant de notre laboratoire
Enterococcus faecium 545 Fournies par un étudiant de notre laboratoire
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Chapitre 4 : resultats et discussion

1. Isolement et purification des isolats

L’isolement et purification des isolats aprés écrasement  des nodules de plante
Iégumineuse Vicia faba a 28 °C, nous avons pu isoler 24 souches bactériennes de trois régions
différentes présentant des caractéristiques culturales identiques (tableau 5). La similarité
observée au niveau de la morphologie et de la pigmentation des colonies nous a orientés vers

une identification probable au sein du genre Rhizobium.

Tableau 5 : Les zones de prélevement des échantillons.

Prélevement Nombre de souches
Maghnia 12
Beni Boussaid 6
Zerigua 6

2. Caracteres morphologiques

2.1 Examen macroscopique
Aprés 8 a 10 jours d’incubation a 28 °C sur milieu YMA (Annexe 1), des colonies de

Rhizobium sont apparues. Leur croissance lente confirme 1’appartenance au genre (Moreira,
1993). Les colonies sont blanches, lisses, circulaires, de 1 a 2 mm de diamétre, a contours
nets. Leur aspect est translucide ou opaque (Figurel2).

La viscosité des colonies a été associée a la production d'exopolysaccharides, comme

I'ont démontré (Mir et al ;2024).

Figure 12 : Résultat des Rhizobium sur YMA (Photos personnelles)
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2.2 Examen microscopique

2.2.1 Observation a I’état frais

A I’aide d’un microscope optique avec un grossissement de x40, ’observation & 1’état
frais a révélé la présence de coccobacilles animés d’une mobilité propre. Cette capacité de
déplacement s’explique par la présence de flagelles, de fins prolongements insérés dans leur
paroi cellulaire. Grace a ces structures, les bactéries peuvent se mouvoir dans leur
environnement, en particulier vers les zones racinaires, ou elles s’installent pour participer a la
fixation symbiotique de 1’azote. Cette aptitude a se déplacer et a interagir avec leur milieu ne
se limite pas aux plantes : elles peuvent aussi tisser des relations avec d’autres micro-
organismes. Certaines coopérent, notamment avec les PGPR (bactéries rhizosphériques
promotrices de croissance végétale), tandis que d’autres adoptent une posture de compétition,

inhibant ainsi les bactéries pathogénes nuisibles aux plantes (El-Haloui et al., 1986).

2.2.2 Coloration de Gram

La coloration de Gram effectuée sur les différents isolats a révélé un aspect homogéne :
la majorité des souches présentent une forme bacillaire et certaine souche sous forme
coccobacillaire (Tableau 6), et réagissent comme des bactéries a Gram négatif (Figure 13). Ce
comportement est bien documenté dans la littérature et constitue une caractéristique commune
au genre Rhizobium. La coloration rose observée s’explique par la structure particuliére de la
paroi cellulaire de ces bactéries. En effet, la paroi contient une fine couche de peptidoglycane
entourée de lipopolysaccharides, ce qui rend la rétention du violet de cristal impossible apres
le traitement a l’alcool. Ce dernier provoque la décoloration, permettant a la fuchsine
(colorant secondaire) de se fixer, donnant ainsi la teinte rosée typique des Gram négatif
(Degefu et al., 2018 ; Wulandari et al., 2024).
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Tableau 6:Caractéristiques microscopiques et macroscopique des isolats

Souches Couleur Forme Viscos
ité

Mgl Créme Bacille +++
Mg2 Créme Bacille +++
Mg3 Créme Bacille +++
Mg4 Créme Bacille +++
Mg5 Créme Bacille +++
Mg6 Créme coccobacille +++
Mg7 Créme coccobacille +++
Mg8 Créme Bacille +++
Mg9 Créme Bacille +++
Mg10 Créme Bacille +++
Mgl1l Créme Bacille +++
Mgl2 Créme Bacille +++
Bl Créme Bacille ++
B2 Creme Bacille ++
B3 Creme Bacille ++
B4 Créme coccobacille ++
B5 Créme coccobacille ++
B6 Creme coccobacille ++
Z1 Créme Bacille +
Z2 Créme Bacille +
Z3 Creme Bacille +
Z4 Créme Bacille +
Z5 Créme Bacille +
Z6 Créme coccobacille +
+ : Faibleviscosité ++ : Viscosité moyenne +++ : tres visqueuse
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Figure 13 : Résultat de coloration de Gram (Gx100)
(Photo personnelle).
3. Tests biochimiques

3. 1 Test de catalase

Les conclusions tirées lors de l'interaction avec le peroxyde d'hydrogéne (H20.) ont été
favorables pour toutes les souches examinées, comme le montre la libération de bulles d‘air
autour des colonies bactériennes (Figure 14), attestant ainsi de la présence de l'enzyme
(catalase+) qui représente l'une des propriétés biochimiques des Rhizobium.
Ces conclusions correspondent étroitement a celles établies par Paudyal et al en (2021).

Les Rhizobium exploitent un meétabolisme aérobie couplé a la phosphorylation
oxydative pour produire I’ATP et les équivalents réducteurs nécessaires a la fixation de

’azote ainsi qu’a la formation des nodules racinaires (Ywan et al ; 2005).

Figure 14 : Résultat de test de catalase (Photo personnelle).

36



Chapitre 4 Résultats et discussion

3.2 Test d’oxydase

Apreés avoir observé une coloration bleu sombre immédiate sur la bandelette (Figure
15), toutes les souches examinées ont montré une activité oxydase positive, indiquant ainsi
qu'elles contiennent cette enzyme.
Une recherche menée par Tian et al. (2008) sur des Rhizobiaqui nodule la feve a mis en

évidence des conclusions comparables aux notres.

Cette réaction traduit la présence de 1’enzyme cytochrome oxydase, impliquée dans la

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

Figure 15: Résultat de test d’oxydase (Photo personnelle).

3.3 Test de citrate de Simmons

Toute les souches isolées des nodules de I'espéce Vicia faba ont montré un résultat
négatif au test du citrate(Figurel6), indiquant que ces bactéries ne se servent pas du citrate

comme unique source de carbone.

Ce constat est en parfaite concordance avec les données obtenues par Shree et al.
(2022), et confirme un profil biochimique caractéristique des souches de Rhizobium, connues

pour leur incapacité a utiliser le citrate comme seule source de carbone.

37



Chapitre 4 Résultats et discussion

Figurel6 : Résultat typique du test de citrate (Photo personnelle).
3.4 YMA+ Bleu de Bromothymol

Un changement de couleur du BTB, passant du bleu au jaune, a été observé aprés 24
heures d’incubation des isolats, traduisant une acidification du milieu (Figure 17). Ce
phénomeéne indique une activité métabolique rapide, typique des souches a croissance rapide.
Ces observations sont en accord avec les critéeres de classification proposés par Jordan
(1984), Beck et al. (1993) et Pagano (2008).

Figure 17 : Résultat de culture sur YMA+ bleu de Bromothymol
(Photo personnelle).
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3.5. YMA+ RC
Nous avons effectué de multiples purifications sur le milieu YMA enrichi de rouge Congo

pour les isolats présentant une apparence uniforme. Les colonies ont exhibé une texture
visqueuse, arrondie, mucilagineuse et légérement teintée de rose, indiquant que les isolats
n‘ont pas ou peu absorbé le colorant (Figure 18).

Ce constat est en accord avec les études de Samasegaran et Hoben (1985), qui ont démontré
que les colonies de Rhizobium ne devraient montrer qu'une faible présence ou aucune

absorption du rouge Congo apreés une incubation de 48 a 72 heures a 28°C.

Des études récentes qui ont démontré que les isolats de Rhizobium absorbent peu ou pas
du tout le rouge Congo, une caractéristique typique des Rhizobactéries (Degefu et al., 2018 ;

Purwaningsih et al., 2018).

Figure 18 : Résultat de croissance sur YMA+RC (Photo personnelle).

3.6 Test de GPA

Apreés trois jours d’incubation a 28 °C sur le milieu GPA, aucune croissance bactérienne
ni modification de la couleur du milieu n’ont été observées (Figure 19). Ce résultat témoigne
de la pureté des isolats obtenus. Il est en accord avec les observations précédentes de Singh et
al. (2008) ainsi que de Pervin et al. (2017). Le milieu GPA est couramment utilisé pour
distinguer Agrobacterium de Rhizobium, notamment a partir de nodules de légumineuses, en
se basant sur deux critéres : la capacité de croissance sur ce milieu et 1’altération du pH,
traduite par un changement de couleur. L'absence de ces réactions dans notre cas confirme

I'absence de contamination par Agrobacterium.
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Figure 19 Résultat de croissance sur milieu GPA (Photo personnelle).

3.7. Test de nitrate réductase

Apres avoir observé une turbidité dans les tubes aprés incubation a 28°C pendant 24h
pour la croissance bactérienne, des réactifs nitrates 1 et 2 ont été rajoutés, certaines souches
ont présenté¢ une coloration rouge, indiquant la présence de I’enzyme nitrate réductase
(Figure20). En revanche, d'autres souches n'ont montré aucun changement de couleur. L’ajout
de poudre de zinc a alors été nécessaire, si aprés quelques secondes le tube est
toujoursincolore, le résultat est positif (Tableau7). Cette capacité a réduire le nitrate en nitrite
est un critere important pour évaluer le réle potentiel des souches de Rhizobium dans la

fixation de I’azote atmosphérique (Lucinski et al., 2001).

Tableau07 : résultats de réduction des nitrates par les isolats et les souches testées

Souche Mgl | Mg2 Mg3 | Mg6 B2 B4 Z3 Z6 Z4
Reésultats | + + + - - - |- + -
Ajoutde |/ / / - - - |- / -
Zinc

- réaction Négatif / + réaction Positif
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Figure 20 : Résultat du test de réduction des nitrates par les souches
Rhizobium (Photo personnelle)

4. Etude des caractéres physiologiques des isolats

Cette étude a porté sur I’influence du pH et de la température sur la croissance de
souches de Rhizobium isolées de la région de Tlemcen. Les cultures ont été incubées pendant
48H a 28 °C.

4. 1.Effet du pH sur la croissance des isolats

Les résultats de la tolérance aux pH acides et alcalins de I’ensemble des isolats sont
présentés dans la figure 21. lls démontrent le pourcentage de souches tolérantes aux différents
pH testés sur milieu solide et liquide. Les souches testées ont présenté une faible prolifération
a pH 4(4%) , pH 5(12%) , une prolifération considérable au pH a 6 (91%), tous les isolats
présentent un développement a 100% a pH 6,8 , 7 et 8 ; Une prolifération significative méme
au pH 9(83%).

Nos résultats sont aussi en accord avec ceux, de Graham (1992 et 1994) ; Thami-
Alami et al en (2010) et Elboutahiri et al. en (2010) qui ont démontré que les variétés de

Sinorhizobium qui nodulent la luzerne présentent une sensibilité au pH tres acide de 3,5 et
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Howieson et al. (1988), DelPapa et al. (1999) ontmontré qu’a un pH de 5,5 a 6,0, la majorité
des isolats se développent.

En comparaison, I’alcalinité semble poser moins de problémes aux Rhizobia. Selon
Jordan (1984), la plupart de ces bactéries peuvent tolérer des pH allant jusqu’a 9, ce qui est
cohérent avec nos résultats (Figure 22).

Le pH du sol des trois stations a I’origine de nos prélevements est alcalin 7 a 8 (Table
au 8), et selon Djili (2000), tous les sols contenant du gypse dans le nord de I'Algérie
affichent un pH supérieur a 7.

Selon Rodrigues et al. (2006), le pH 6,5 & 7 est le pH le plus optimal pour

favoriser la croissance des bactéries qui nodulent les légumineuses.

Les Rhizobia sont généralement classés parmi les bactéries neutrophiles, leur capacité a

s’adapter a différentes conditions de pH reste remarquable (El-Hilali, 2006).

Tableau 08 : pH du sol des trois stations de prélevements

Stations Maghnia Zerigua Beni Boussaid

pH 8,03 8,25 7,85

100%
80% -
60% -
40% -
20% -

0% -

Pourcentage des isolats%o

Figure 21 : Effet du pH sur la croissance des isolats
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Figure 22 : Effet du pH sur la croissance des souches : A en milieu

liquide ;B en milieu solide (Photos personnelles).

4.2. Effet de la température

Le test de tolérance a la températuresur milieu YEM solide a montré que les isolats
présentent une meilleure croissance avec développement de colonies, aux températures
comprises entre 28°C et 30°C (100%) (Figure23).

Aucune croissance a 4°C et 37°C a part la souche Z qui amontré une faible croissance
(12%).

Aucune croissance a 45°C et 50°C n’a été observée pour toutesles souches testées (0%)
(Figure 24).

Comme Déja mentionné par Graham (1992) et Zahran (1999), qui ont rapporté que
ces bactéries se développent préférentiellement entre 28°C et 31°C, et que nombre d’entre

elles ne survivent pas a une température de 37°C.

Selon Graham (1992), les Rhizobia sont habituellement des bactéries mésophiles qui

peuvent se développer dans une gamme de températures allant de 10°C a 37°C.

Les températures élevées réduisent la survie et I'expansion de la colonie de Rhizobiums
(Hungria et Vargas, 2000 ;Florentino et al ; 2010).
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Température

100%

80% -

60% -

B Température
40% -

20% -

Pourcentage des isolats%

0% e —

4 28 30 37 45 50

Figure 23 : Effet de la température sur la croissance des isolats

Figure 24 : Effet de la température sur la croissance des souches

(Photos personnelles).
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5. Activité antagoniste in vitro des Rhizobia vis a vis des souches
bactériennes testées

La méthode de Barefoot et Klaenhammer (1983) a été réalisée dans le but de détecter
les souches de Rhizobium produisant des substances antimicrobiennes .Cette technique facilite
le contact entre le surnageant des isolats et les souches pathogénes. L’apparition de zones

d'inhibition autour des puits est le résultat de l'activité inhibitrice.

Les observations faites montrent qu'il n'y a pas eu de zones d'inhibition autour des puits,
nous avons noté une expansion localisée de certaines souches de Rhizobium (la souche Z a la
Figure 25) autour des puits contenant son propre surnageant sur une gélose inoculée avec des
souches pathogénes. Ce constat pourrait étre le résultat d'une contamination residuelle du

surnageant par des cellules viables de Rhizobium, en dépit de la centrifugation.

Elle peut également suggérer que le surnageant renfermait des métabolites propices a la
croissance de la souche elle-méme, devoilant une activité d'autostimulation plutét

gu'antibactérienne.

Roslycky (1965 ; 1967) a signalé un composé antibactérien comme étant une
rhizobiocine, ayant testé 136 souches de Rhizobium sp. issues de différents groupes
d'inoculation croisée pour la production de bactériocines. Ce scientifique a eétudié la
production de méliloticine par deux souches de R. meliloti, de trifolicine par trois souches de
R. trifolii, de phaséolique par six souches, de japonicine par treize souches et de lupinicine par

trois souches.

Schwinghamer et Dudman. (1973) ont procédé a un criblage de 41 souches de R.
trifolii ainsi que de 270 isolats issus de nodules de tréfle en vue d'étudier I'antagonisme intra-
souche. Ces scientifiques ont noté que 35% des cultures produisaient des antibiotiques contre
deux des six souches expérimentées dans le cadre des tests d'antagonisme intra-souche, tandis

que 8% des cultures généraient des composeés similaires a la bactériocine.

En outre, Hafeez et al. (2005) ont démontré que la souche LC-31 de Rhizobium
leguminosarum bv. viciae génere des bactériocines de taille modérée qui entravent certaines
souches de R leguminosarum bv. Viciae et Agrobacterium spp. Cette souche qui produit des
bactériocines était comprise parmi les dix souches de Rhizobium, Bradyrhizobium et

Agrobacterium employées pour examiner I'antagonisme entre les combinaisons de souches
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bactériennes de la famille des Rhizobiaceae. Ces scientifiques ont également identifié un
polypeptide de bactériocine d'un poids moléculaire de 50 KDa.

Selon McCardell et al.(1976) certaines souches de Rhizobium ont la capacité de
générer des bactériocines, des peptides antimicrobiens qui freinent le développement de
bactéries similaires. La souche Rhizobium rhizogenes K84, par exemple, produit I'agrocine
84, une bactériocine qui s‘avere efficace contre Agrobacterium tumefaciens, I'agent pathogene
de la galle du collet. Cette caractéristique a été mise en ceuvre dans la création du biopesticide
K1026, employé pour défendre diverses cultures contre cette pathologie. Ces exemples
illustrent le potentiel des bactériocines produites par Rhizobium dans la lutte biologique contre
les pathogenes du sol.

Figure25 : Test d’antagonisme des souches de Rhizobium
(Photo personnelle).
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Conclusion

Les bactéries appartenant au genre Rhizobium jouent un role crucial dans I'écosystéme
de la rhizosphere en raison de leur aptitude a établir des symbioses fixatrices d'azote avec les
légumineuses. Outre cette caractéristique bien établie, elles contribuent aussi a I'équilibre
microbien du sol, stimulent la croissance des plantes grace a la production de composés

bioactifs et entretiennent une interaction complexe avec d'autres microorganismes.

Ce projet a abouti a l'isolement, a l'identification phénotypique et a la caractérisation
de 24 souches de Rhizobium, prélevées a partir de nodules de légumineuses dans trois zones
différentes de la Wilaya de Tlemcen. Les tests de la tolérance au pH nous a permis de classer
nos souches parmi les bactéries neutrophiles supportant jusqu’a un pH 9. Elles se sont
révelées aussi mesophiles se développant dans une gamme de températures allant de 10°C a
37°C.

Les tests de pouvoir antibactérien, effectués en utilisant la méthode des puits, ont
indiqué que la plupart des souches examinées n'ont pas deffet inhibiteur évident sur les
bactéries pathogenes et de référence, que ce soit sous forme de cellules ou a travers le
surnageant. Cependant, une souche s'est démarquée par un comportement inhabituel : sa
multiplication autour des puits ou se trouvent des bactéries pathogenes, laissant suggerer
qu'elle produit des métabolites favorisant la prolifération microbienne ou qu'elle entretient une

interaction spécifique.

Le fait que la majorité des souches ne présentent pas une activité antibactérienne
marquée n'écarte pas I'éventualité d'une production de composés bioactifs a faible

concentration, instables, ou manifestés sous des conditions particulieres.
En perspectives de notre recherche, il serait judicieux de :
- D’explorer d’autres protocoles expérimentaux spécifiques a la détection des bactériocines.

- Elargir de la zone géographique de prélevements pour avoir une plus grande diversité

génétique de Rhizobium.
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- Effectuer une PCR pour identifier les genes responsables de la production de métabolites
secondaires (par exemple : bactériocines, sidérophores).

- Recourir a des instruments d'analyse tels que la chromatographie (HPLC, GC-MS) afin de
déterminer les substances secrétées.

- Evaluer le potentiel de la souche proliférante en tant qu'agent de biostimulation ou de

biocontréle en la testant par co-culture ou in planta.

Ces études a venir favoriseront une meilleure valorisation du potentiel biotechnologique des

souches rhizobiennes, notamment dans le cadre d'une approche agroécologique durable.
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Annexe

Annexe 01

Milieux de culture utilisés

Composition de milieu YMA (YeastManitol Agar) en g/l (Somasegaran et Hoben ,1985)

YMB 1000 ml
Agar 18
PH 6,8

Autoclavage120°Cpendant20minutes.
Composition de milieu YMB (YeastManitolBroth) en g/l (Somasegaran et Hoben ,1985)

Mannitol 10.00
K2HPO4 0.50
Na CI 0.10

MgS04 7(H20) 0.20
Extrait de levure 0.50
Eaudistillée 1.00 L
PH 6.8

Autoclavage120°C pendant 20 minutes.

Composition de milieu YMA+RC(Rouge Congo) en g/l (Somasegaran et Hoben,1985)

YMB 1.00L
Solution stockde RC ~ 10.00 ml
Agar 18.00
PH 6.80

Autoclavage 120 °C pendant 20 minutes.

- Apres I’ajustement de pH on ajoute10ml de Rouge Congo (0.25g Rouge Congo
dans100ml d’eau distillée), puis on ajoute 1’agar.
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Annexe

Composition de milieu YMA+BTB (Bleu de Bromothymol) en g/l
(Somasegaran et Hoben ,1985)

YMB 1.00L
Solution stock de bleu de BTB 5.00 mi
Agar 18

PH 6.8

Autoclavage120°C pendant 20minutes.

Apres ajustement de pH on ajoute10ml de bleu de Bromothymol (0.50g BTB dans

100mld’éthanol), puis on ajoute 1’agar.

Additionner 5ml de la solution de pourpre de Bromocrésol(BCP) a 1Litre du milieu GPA
apres autoclavage.

Composition de milieu Glucose Peptone Agar(GPA)(Somasegaran et Hoben ,1985)

Glucose 59
Peptone 10g
Agar 15¢g
Eau distillee 1L
Solution de BCP 100ml

Solution de pourpre de Bromocrésol (BromocrésolPurpleBCP)
Pourpre de Bromocrésol 0.5

Ethanol 100ml
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Annexe

Annexe 02
Coloration de Gram

Le protocole expérimental comprend les étapes suivantes:

- Placer une goutte d'eau distillée stérile au centre d'une lame propre.

- Prélever une petite quantité d'une colonie a l'aide d'une anse de platine.

- Mélanger la colonie avec la goutte d'eau, puis sécher en passant rapidement sur la

flamme d'un bec Bunsen.

Voici le protocole expérimental détaillé :

1-Appliquer le Violet de Gentiane sur la lame et laisser agir pendant 1 minute.

2-Verser Lugol sur la lame et laisser agir pendant30 secondes.

3-Incliner la lame et laisser tomber goutte a goutte le mélange "Alcool-Acétone”.

4-Rincer abondamment a I'eau distillée.

5-Appliquer la fuchsine sur la lame et laisser agir pendant 1 minute.

6-Rincer a nouveau a l'eau distillée.

7-Sécher la lame avec un papier absorbant.

8-Observer au microscope (grossissementx100) en ajoutant de I'huile a immersion.
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Annexe

L’état frais

v"Utiliser une pipette Pasteur stérile pour prélever un échantillon de la culture du
bouillon.
v Déposer une goutte de la culture au centre d'une lame et recouvrir avec une lamelle.

v Examiner au microscope en utilisant I'objectif X 40.

Tampon phosphate-citrate (pH2,2-8,0)

- Préparer une solution d'acide citrique 0,50M (soit 105,06 g de C6H708, H20 sec par litre)
et une solution de phosphate de sodium di-sodique 0,50 M (soit 71,01 g de Na2HPO4 sec par
litre).

-Mélanger suivant les indications du tableau et diluer a 200 ml.

Na2HPO4 | Acidecitrique Na2HPO4| Acidecitrique

PHI 3050M | aosom |PH | a050M | a0,50M
22/1,60ml 39,20 ml 524288 ml 18,56 ml
24496ml 37,52 ml 5.4 44,60ml 17,70 ml
26/872ml 35,64 ml 5.6 46,40 ml | 16,80 ml
2.8/12,68 ml 33,66 ml 584836 ml 15,82 ml
30/16,44 ml 31,78 ml 6.0 50,52 ml | 14,74 ml
32/19,76 ml 30,12 ml 6,2/52,88 ml 13,56 ml
3422,80 ml 28,60 ml 6.4 5540 ml | 12,30 ml
3,6/25,96 ml 27,12 ml 6,6/58,20 ml | 10,90 ml
382840 ml 25,80 ml 6,8 61,80 ml 9,10 ml
40/30,84 ml 24,58 ml 70/65,88 ml 7,06 ml
42(33,12ml 23,44 ml 7216956 ml 5,22 ml
443528 ml 22,36 ml 74/72,68 ml 3,66 ml
4,6/37,40 ml 21,30 ml 767492 ml 2,54 ml
48/39,44ml 20,28 ml 78/76,60 ml 1,70 ml
50 41,20 ml 19,40 ml 807780 ml 1,10 ml
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Annexe

Tampon phosphate (pH 5,6 - 8,0)

- Préparer une solution de di-hydrogénophosphate de potassium a M/15 (soit 9,08 g de

KH2PO4 par litre) et une solution de di-sodiumhydrogénophosphate (9,47g de Na2HPO4 par

litre).

-Mélanger suivant les indications du tableau.

pH

5,6
58
6,0
6,2
6,4
6,6
6,8
7,0
7,2
74
7,6
7,8
8,0

Na2HPO4 KH2PO
a M/15 4

a M/15
10,0 ml 190,0 ml
16,5 ml 183,5 ml
25,0 ml 175,0 ml
36,0 ml 164,0 ml
53,5 ml 146,5 ml
74,5 mi 125,5 ml
99,0 ml 101,0 ml
122,0 mi 78,0 ml
143,0 ml 57,0 ml
161,0 ml 39,0 ml
172,5 ml 27,5 ml
182,5 ml 17,5 mi
189,0 ml 11,0 mi

67



	1.2.1. Généralités
	1.2.2. Classification des légumineuses………………………………...………………….4

	1.3.1. Intérêt agronomique
	1.3.2. Intérêt environnementale
	1.3.3. Intérêt alimentaire
	1.5.1. Importance de la fixation biologique de l’azote :
	1.5.2. Rôle du phosphore
	1.5.3. La nodulation
	1.6.2. Caractères morphologiques:
	1.6.3. Caractères culturaux
	1.6.4. Caractèresbiochimiques et physiologique
	1.6.5. Caractère génétique
	2.5. Les bactériocines
	2.5.1 Définition et généralités
	2.5.2. Les bactériocines produites par lesRhizobia
	2.5.3 Classification des bactériocines deRhizobia
	2.1. Examen macroscopique
	2.2 Examen microscopique
	3. 1 Test de catalase :
	3.2 Test d’oxydase :
	3.3 Test de citrate de Simmons :
	3.4 YMA+ Bleu de Bromothymol :
	3.5. YMA+ RC :
	3.6 Test de GPA
	3.7. Test de nitrate réductase
	4.1.Effet du pH sur la croissance des isolats
	4.2. Effet de la température
	Tableau 2:Classification des bactériocines en fonction de leur taille………………..21

	La rhizosphère
	Chapitre 1 : La rhizosphère
	1.1. Définition
	1.2. Les légumineuses
	1.2.1. Généralités
	Les légumineuses sont des plantes qui appartiennent à la famille des Fabacées(Fabaceae). En termes de richesse spécifique, les légumineuses représentent la troisième plus grande famille d'angiospermes après les orchidées et les astéracées. Sur le plan...

	1.2.2. Classification des légumineuses
	1.2.2.3. Papilionideae


	1.3. Intérêt des légumineuses
	1.3.1. Intérêt agronomique
	1.3.2. Intérêt environnementale
	1.3.3. Intérêt alimentaire

	1.4. La plante légumineuse Vicia faba. L
	1.5. Fixation Biologique de l’azote
	1.5.1. Importance de la fixation biologique de l’azote
	L'importance de la fixation biologique de l'azote, illustrée par le cas typique de la symbiose Rhizobia-légumineuses, est essentielle pour la productivité agricole et pour le cycle biogéochimique de l'azote qui est indispensable au maintien de la vie ...
	Ce processus est crucial pour la culture des plantes puisqu'il facilite la réduction des
	coûts, diminue les besoins en engrais azotés et aide donc à prévenir les complications environnementales associées à l'utilisation de ces fertilisants (Jederet al., 1996).
	L'agronomie visant un système à faible consommation d'intrants doit nécessairement s'appuyer sur le mécanisme des symbioses qui fournissent les éléments nutritifs essentiels. On fait ici notamment référence à l'association Rhizobia-légumineuses, qui ...
	Par le biais de cette relation symbiotique, les légumineuses contribuent à la replantation des écosystèmes carencés en azote, en se positionnant comme flore pionnière et déclencheuse d'une succession écologique (Giraud, 2007).

	1.5.2. Rôle du phosphore
	1.5.3. La nodulation
	1.5.3.1. Processus de nodulation


	1.6.: Rhizobium
	1.6.1. Taxonomiede Rhizobium
	1.6.2. Caractères morphologiques
	1.6.3. Caractères culturaux
	1.6.4. Caractères biochimiques et physiologique
	1.6.5. Caractère génétique


	Chapitre 2
	Activité antimicrobienne des Rhizobia
	Chapitre 2 : Activité antimicrobienne des Rhizobia
	2.1. Compétition pour la nodulation
	2.2. Antagonisme entre les bactéries rhizosphériques
	Dans le contexte de l'antagonisme bactérien, il est crucial de qualifier une souche productrice comme celle qui peut synthétiser des composés toxiques inhibant l'expansion d'autres souches non productrices, généralement réceptives à la substance (Russ...
	avec un avantage accordé aux souches qui les produisent par rapport à celles qui ne le font pas ou qui y sont sensibles. Ces souches productrices tendent donc à dominer l'espace microbien dans lequel elles se situent (Khare et Tavazoie, 2015).Néanmoin...
	Dans un contexte non organisé où une population de souches sensibles a été établie, les souches productrices ne peuvent pas envahir puisqu'elles sécrètent des toxines qui freinent leur croissance comparativement aux souches sensibles. Dans un cadre o...
	On a rapporté la production de diverses substances inhibitrices par les bactéries. Parmi celles-ci figurent des antibiotiques à large spectre, des acides organiques, des sidérophores, des composés organiques volatils, des antifongiques et des bactério...

	2.3. La lutte biologique par les Rhizobia
	Les Rhizobia sont des micro-organismes capables de s'installer sur les racines et d'établir des liens symbiotiques avec les plantes de la famille des légumineuses (Ndoye, 1990).
	Ils contribuent non seulement de manière significative à la fixation biologique de l'azote
	et à l'amélioration de la croissance des végétaux, mais diminuent aussi l'apparition de maladies dans diverses plantations (Gopalakrishnan et al., 2015).
	Les Rhizobia et leurs divers genres présentent un potentiel considérable pour réguler la prolifération de plusieurs champignons phytopathogènes, tels que : Phytophtora, Rhizoctoniaet Fusarium, ainsi que les agents pathogènes (Chao, 1990).
	De nombreuses bactéries comme Ralstonia et Xanthomonas peuvent être nuisibles pour les   plantes,   cependant, les agents pathogènes les plus significatifs demeurent les champignons et les oomycètes. La production d'antibiotiques, d'enzymes mycolytiqu...

	2.4. L’importance de l’étude des interactions entre les Rhizobia et les autres microorganismes
	Il est manifeste que l'examen des interactions entre les Rhizobia et d'autres microorganismes du sol revêt une grande importance, car des recherches ont démontré que l'effet positif de ces bactéries pourrait être amplifié grâce à une inoculation co...
	Des recherches récentes ont également démontré que les souches autochtones peuvent stimuler le développement symbiotique grâce à un inoculant rhizobien. On a constaté que le Rhizobium fabae extrait du sol stimule la nodulation du Rhizobium etli via u...

	2.5. Les bactériocines
	2.5.1 Définition et généralités
	Gratia a découvert les bactériocines en 1925, prouvant l'existence d'une substance inhibitrice dérivée du dialysat d'un milieu de culture d'Escherichia coli V.  Cette substance, qui a été par la suite désignée comme colicine V, freine la prolifération...
	Au fil du temps, diverses définitions des bactériocines ont été proposées (Dortu et al ; 2009). Selon Klaenhammer (1988), les bactériocines sont des protéines, ou des complexes protéiques, dotés d'une action antibactérienne contre des espèces similair...
	Toutefois, selon Rea et al. (2011), les bactériocines sont des peptides antimicrobiens, modifiés ou non post-traductionnellement, qui sont produits par des bactéries dotées d'un système les protégeant contre leur propre synthèse. Pour conclure, Yan...
	L'abondance de définitions fournies par différents auteurs illustre la difficulté à caractériser les bactériocines. Néanmoins, les bactériocines sont une classe de molécules bioactives que les bactéries produisent par mécanisme ribosomique ou plasm...

	2.5.2. Les bactériocines produites par les Rhizobia
	Selon Gross et Vidaver (1978) et Triplett et al. (1988), les bactériocines produites par Rhizobium spp. ont été identifiées comme des phages et possèdent des caractéristiques antibiotiques. Plusieurs variétés de rhizobium, y compris Rhizobium legum...
	L'impact de la production de bactériocine sur la compétition pour la nodulation chez le haricot a été examiné en co-inoculant une souche de Rhizobium sp. productrice de bactériocine avec une souche sensible dans un environnement stérile. La souche gén...
	La génération de bactériocines par les Rhizobia à partir des résidus de la rhizosphère adjacente à des plantes non légumineuses (comme le lupin blanc, le blé tendre et le maïs) joue aussi un rôle crucial dans les compétitions entre espèces (Ambika et ...
	Par ailleurs, Allaiah (2008) a observé les caractéristiques bactériocinogènes et la résistance des souches productrices à leurs propres bactériocines. Il a souligné que cette résistance n'était pas inconditionnelle, puisque certaines souches montraien...

	2.5.3 Classification des bactériocines de Rhizobia
	Les souches Rhizobiennes produisent des bactériocines qui ont été classées en trois groupes : petites, moyennes et grandes, selon leur taille approximative et leurs propriétés de propagation (Tableau 2).
	Tableau 2:Classification des bactériocines en fonction de leur taille



	Matériel et méthodes
	Chapitre 3 : Materiel et méthodes
	1. Lieu d’étude
	Cette étude a été realisée au  sein du Laboratoire de Microbiologie Appliquée à l’Agroalimentaire, au Biomedical  et à l’Environnement (LAMAABE) de l’Université de Tlemcen (Algérie). L’objectif de ce travail experimental est l’identification ...
	2. Isolement des bactéries à partir des nodules
	2.1. Description de la zone d’étude
	2.2. Collecte des plantes
	2.3. Prélèvements des nodules
	2.4. Stérilisation des nodules
	2.5.Écrasement des nodules

	3 .Les milieux de culture utilisés
	4. Isolement et purification des isolats
	5. Caractères morphologiques
	5.1. Examen macroscopique
	5.2. Etat frais
	5.3. Coloration de Gram
	5.4. Observation au microscope électronique à balayage (MEB) :
	L’analyse microscopique des souches de Rhizobium a été effectuée grâce à un microscope électronique à balayage de type (Hitachi TM1000), au niveau du Département de Physique de l’Université de Tlemcen, elle nous a permis d’observer avec précision les ...


	6. Caractères biochimiques
	6.1. Test de catalase
	6.2. Test d’oxydase
	6.3. Test du Citrate de Simmons
	6.4. Test de bleu de bromothymol (BTB)
	6.5. Test de rouge de Congo (RC)
	6.6. Test de GPA
	6.7. Réduction des nitrates

	7. Conservation des souches
	7.1. Conservation à court terme
	7.2. Conservation à long terme

	8. Caractères physiologiques
	8.1. L’effet de pH
	8.2. Effet de la température ( C)

	9. Activité antagoniste in vitro des Rhizobia vis à vis des souches   bactériennes testées
	Résultats et discussion
	Chapitre 4 : resultats et discussion
	1. Isolement et purification des isolats

	2. Caractères morphologiques
	2.1 Examen macroscopique

	2.2 Examen microscopique (1)
	2.2.1 Observation à l’état frais
	2.2.2 Coloration de Gram
	3. Tests biochimiques
	3. 1 Test de catalase
	3.2 Test d’oxydase
	3.3 Test de citrate de Simmons
	3.4 YMA+ Bleu de Bromothymol
	3.5. YMA+ RC
	3.6 Test de GPA
	3.7. Test de nitrate réductase

	4. Etude des caractères physiologiques des isolats
	4. 1.Effet du pH sur la croissance des isolats
	4.2. Effet de la température

	5. Activité antagoniste in vitro des Rhizobia vis à vis des souches   bactériennes testées

	Conclusion
	Conclusion (1)
	Références bibliographiques
	Annexe 01
	Composition de milieu YMB (YeastManitolBroth) en g/l (Somasegaran et Hoben ,1985)
	Composition de milieu YMA+RC(Rouge Congo) en g/l (Somasegaran et Hoben,1985)
	Composition de milieu YMA+BTB (Bleu de Bromothymol) en g/l (Somasegaran et Hoben ,1985)
	Composition de milieu Glucose Peptone Agar(GPA)(Somasegaran et Hoben ,1985)
	Solution de pourpre de Bromocrésol (BromocrésolPurpleBCP)

	Annexe 02
	Coloration de Gram

