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Introduction

Introduction

L'azote est un constituant essentiel des acides aminés et des protéines et est par
conséquent un élément minéral nécessaire pour tout organisme vivant. Dans la nature, 1’azote
est abondamment présent sous forme de gaz N dans I’air dont il représente prés de 4/5 (78%),
il se présente aussi sous forme minérale ou organique dans les sols et la matiére vivante. Il
constitue le principal facteur limitant la croissance de la plante qui ne peut l'utiliser que sous
forme combinée (nitrate, ammoniaque ou urée), et par conséquent un facteur limitant majeur

de la production agricole (Robert et al., 2005).

Pour les productions agricoles et dans la plupart des secteurs, la carence des sols en
différents nutriments ainsi générée est souvent contre balancée par 1’ajout externe d’engrais
chimiques contenant ces nutriments (éléments minéraux, dont une grande proportion de
produits azotés) (Vallée et al., 1999).

Cette carence des sols en azote associée a I’augmentation des besoins mondiaux en
nourriture on fait que Le recours a I’ajout d’engrais azoté a quasiment décuplé entre 1960 et
2000 pour atteindre 88 millions de tonnes par an dans le monde, les projections prévoyant
I’'usage de 120 millions de tonnes en 2040. Cependant, toutes cultures confondues, il est
estime qu’environ 50 % de cet azote épandu n’est pas absorbé mais lessivé, causant de graves
problémes environnementaux tel que 1’eutrophisation des milieux aquatiques. A cela s’ajoute
le fait que la production et 1’épandage de ces engrais consomment de grandes quantités

d’énergies fossiles aggravant leur impact écologique (Vance, 2001).

Ce fait a crée un passage de 1’agriculture conventionnelle a un systéme de production
agricole, basé sur la gestion rationnelle de la fraction du sol, dans le respect des cycles
biologiques et de I'environnement, tenant compte des connaissances en écologie, pour une
production de qualité, équilibrée, plus autonome, plus économe et non polluante, c’est
I’agriculture biologique qui vise toujours la durabilité. Les apports en azote dans l'agriculture
biologique proviennent des résidus de récolte, des fumiers et des lisieres des animaux, des
matieres compostées mais aussi de 1’azote N qui est fixé biologiquement par les 1égumineuses
(engrais vert) (Fleuriet, 2005). La fixation biologique de I’azote est un processus métabolique
exclusivement réalisé par les organismes procaryotes : certaines bactéries et cyanobactéries
libres dans le sol ou I’eau, et les bactéries symbiotiques des légumineuses (Skerman et al.,

1982).
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L’association symbiotique entre Rhizobia et Iégumineuses a bénéfices réciproque
fournit pour la bactérie, les ressources carbonées nécessaires a sa croissance, et pour la plante,
la fixation de I’azote atmosphérique essenticlle a son développement. Cette fixation
biologique de 1’azote atmosphérique a constitué pendant longtemps (jusqu’au début du xx°
siécle) la seule voie d’entrée d’azote combiné dans les sols, et représente encore aujourd’hui a

1I’échelle mondiale, un apport supérieur a celui des engrais (Pellerin et al., 2014).
Notre travail consiste a :

I) inoculer une variété locale de luzerne (Medicago sativa L.) par une vingtaine de

souches rhizobiennes provenant de différentes zones agricoles de la région de Ghardaia et

I1) réaliser une caractérisation phénotypique (test de sensibilité aux antibiotiques, effet
des facteurs abiotique tels que la température, le pH et la salinité) de ces différents isolats, qui
nous permettra d’une part de mettre en évidence I’étendue des variations phénotypiques qui
existent entre les souches et d’autre part d’exploiter ces variations pour la sélection de
candidats pouvant maintenir une capacité supérieure de fixation d’azote sous les variations

des facteurs du milieu.

Notre travail est organisé en trois chapitres. Le premier chapitre bibliographique est
consacreé a la description des symbioses fixatrices d’azote. Le deuxiéme chapitre est consacré
a la partie matériel et méthodes adopté a I'expérimentation et en laboratoire. Les résultats et
discussions sont présentés dans le troisieme chapitre. En fin, le travail sera achevé par une

conclusion générale qui englobe des suggestions et des perspectives.
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Chapitre I- Synthése bibliographiques

1. L’azote et sa relation avec les micro-organismes
1.1. Cycle de I’azote

L’azote total est généralement réparti dans trois ensembles principaux : 1’ensemble
constitu¢ par 1I’atmosphére, le sol (et I’eau qui lui est associée) et I’azote contenu dans la
biomasse. Les échanges complexes entre ces trois ensembles sont connus sous le terme de
cycle de I’azote (Hopkins, 2003).

Le cycle de I’azote est une série de processus qui convertit [’azote gazeux en substance
organique et soumis de nouveau ’azote dans la nature. C’est un cycle continu et peut étre
décomposé en quatre types de réactions ou les microorganismes jouent un réle dans ces
derniers (Tourche, 2006).

Le cycle de 1’azote débute par sa fixation biologique. Des composés d’azote d’origine
organique (nitrates) sont libérés dans 1’environnement par certains champignons et certaines
bactéries et utilisés par les plantes. D’autres microorganismes contribuent au processus
d’ammonification, ou ’azote contenu dans la matiere végétale morte est transformé en

ammoniac, ce qui le rend de nouveau disponible au processus de nitrification.

Les bactéries, les plantes et les champignons peuvent assimiler directement les nitrates
et les composés d’ammoniac. Finalement, 1’azote est libéré de la masse organique d’un

écosysteme a travers le processus de dénitrification (Mulder, 2009).

' \
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Figure 1. Cycle de I’azote (Suty, 2015).



Chapitre I- Synthése bibliographiques

1.1.1. Transformation de 1’azote dans la nature
1.1.1.1. Ammonification

Ce processus participe a la dégradation de la matiére organique. Il est réalisé aussi
bien en présence qu’en absence d’oxygene principalement par des bactéries hétérotrophes et
d’autres microorganismes (champignon, levures,...) qui utilisent la mati¢re organique comme

source d’énergie et de carbone. Le stade final de 1I’ammonification, est 1’ion ammonium

(NH4") (Montuelle, 2003).
1.1.1.2. Nitrification

La transformation de I’ammoniac (NHs3) ou de I’ammonium (NH;") en nitrate (NO3)
s’appelle la nitrification. Les bactéries terrestres transforment I’ammoniac ou I’ammonium en
nitrite (NO2). Ensuite, d’autres bactéries terrestres oxydent le nitrite en nitrate. Le processus

de nitrification fournit a ces bactéries, appelées bactéries nitrifiantes, de 1’énergie (Raven,
2009).

1.1.1.3. Dénitrification

Un processus anaérobie au cours duquel le nitrate est réduit en formes volatiles de
I’azote, comme I’azote gazeux N, et I’oxyde d’azote N,O, qui retournent ensuite a

I’atmosphére (Raven et al., 2007).

De nombreux micro-organismes sont responsables de ce processus tels que Bacillus,
Prococcus et Pseudomonas (MADIGAN et al., 2007).

1.2. Effets de I’azote sur la croissance des plantules

Selon Vallee et al (1999), I’azote peut avoir plusieurs effets sur la croissance des
plantes :

» 1l stimule la croissance végétative, qui se traduit par la formation plus abondante de
feuilles et de tiges qui accentuent la photosynthése (formation de glucides) ;

» Un exces de cet élément favorise la formation de plantules dont les tiges et les feuilles
sont plus succulentes (tendres et juteuses), avec les nceuds plus espacés que la normale

(étiolement) ;
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> Il accélére le développement des racines et favorise une augmentation de 1’absorption
de I’eau et des éléments minéraux ;

» 1l permet une reprise plus rapide des plantules apres le repiquage.
2. La fixation biologique de I’azote

La fixation biologique de 1’azote atmosphérique est le processus par lequel un certain
nombre d’espéces de bactéries utilisent 1’enzyme nitrogénase pour convertir 1’azote
moléculaire N2 en ammoniac, une forme d’azote qui peut ensuite étre incorporée dans les

composantes organiques tels que les acides nucléiques des bactéries et des plantes associees
(Unkovick et al., 2008).

La symbiose Rhizobium-Légumineuse est responsable de plus de la moiti¢ de 1’azote

fixé annuellement par voie biologique (Bory et al., 1993).

(: Vw r \
cCs CCIR
Mal \{ , \ Métabolisme
Photosynthése it bactérien
Succinate
‘ ?‘ \ B ATP (énergie)

Sucres FAD (coenzyme)

Métabolisme
végétal
Rhizobactene

o, : > 4 Nitrogénase
Métabolisme ——— ‘Q/
végétal . Leghémoglobine (piege a2 O,) NH,*
- AN v,
Cellules Xyléme Cellules corticales racinaires saines (CCS)
photosynthétiques  Philoams ou infectées par les rhizobactéries (CCIR)

Figure 2. Fixation symbiotique de I’azote atmosphérique (Suty, 2015).

2.1. Les fixateurs libres de 1’azote

Les bactéries libres fixatrices d’azote, sont trés répandues. Elles habitent les sédiments
marins ainsi que ceux d’eau douce, les sols, les surfaces des feuilles et des écorces ainsi que le
tube digestif de divers animaux. Bien que les organismes libres, fixateurs d’azote soient tres

répandus, la plupart ont une croissance lente et, exceptées les espéces photosynthétiques, ils
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ont tendance a étre confinés dans des habitats riche en carbone organique. Comme une
proportion importante de leur énergie respiratoire est nécessaire pour fixer I’azote, la part

disponible pour leur croissance est moindre (Hopkins, 2003).

Les fixateurs libres comprennent des genres trés divers : des bactéries aérobies
chimioorganotrophe (Azotobacter, Azospirillum, Acetobacter, Diazotrophicus), des bactéries
anaérobies strictes (Clostridium) ou des aérobies facultatifs (klebsiella, Bacillus,
Pseudomonas) et des cyanobactéries (Synechococcus) (Dobereiner et al., 1995 ; Kennedy et
al., 1997).

2.2. Les fixateurs symbiotiques de I’azote

La réduction de I’azote est trés exigeante en énergie : il faut 16 molécules d’ATP
(donneur d’énergie dans les cellules) pour réduire une molécule d’azote. C’est pourquoi les
systemes fixateurs d’azote les plus efficaces sont des symbioses associant des bactéries
fixatrices a des organismes photosynthétiques capables de transformer 1’énergie lumineuse en

énergie chimique (Denarie, 2000).

La fixation de 1’azote par des bactéries symbiotiques introduit chaque année dans les
cycles biologiques 120 millions de tonnes d’azote, soit plus du double de I’apport dii aux

bactéries libres (Davet, 1996).

Les especes fixatrices d’azote réellement symbiotique sont nettement moins nombreuses
que les fixatrices libres. On y rencontre essentiellement des Rhizobiums, des actinomyceétes
(Frankia) et des cyanobactéries (Anabaenaazollae) (Pelmont, 1995).

Les bactéries de ce type jouent un rdle prépondérant dans la croissance des plantes
agricoles (Tortora et al., 2003). Mais la symbiose la plus importante d’un point de vue
écologique et agronomique est celle associant des bactéries du sol, les Rhizobiums, aux

Iégumineuses (Denarie, 2000).
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3. Molécules clés de la fixation biologique de I’azote
3.1. La nitrogénase

C’est une enzyme bactérienne, responsable de la fixation de 1’azote et de sa
transformation en ammonium directement assimilable par la plante (Fleurentin, 2004), qui
peut représenter jusqu’a 10% des protéines solubles du bactéroides et qui posseéde une grande
homologie de structure et de fonctionnement chez les différents diazotrophes (Drevon et
al.,2003).

3.2. La leghémoglobine

La leghémoglobine végétale, présente dans les nodosités des légumineuses est trés
proche des hemoglobines animales (Dajoz, 2012); rouge comme le sang, apporte de 1’oxygéne
aux mitochondries de la bactérie (Fleurentin, 2004). Dans les nodules fixateurs d’azote, la
leghémoglobine peut représenter jusqu’a 20 a 25% des protéines cytoplasmiques. Elle a pour
fonction d’assurer I’approvisionnement en oxygene des bactéries symbiotiques et de préserver

le complexe nitrogénase d’une inactivation irréversible par 1’oxygene (Hamon, 2001).
4. Les partenaires de la symbiose rhizobium-légumineuse
4.1. Le partenaire végétal (macro-symbionte)

Les Iégumineuses représentent la famille des Leguminosae (ou Fabaceae), Dicotylédones.

Elles forment une famille importante et variée des Angiospermes (Doyle et Luckow, 2003).

Plus de 18000 espéces de légumineuses que 1’on classe en trois catégories : les papilionacees,

les mimosées et les césalpinees (Griffon, 2013).

En agriculture, les légumineuses sont soit cultivées pour leurs graines, riches en
protéines (feve, féverole, soja, pois sec, lentille, haricot...) qui sont utilis€ées en alimentation
humaine et animale, soit pour leur appareil végétatif (luzerne, trefles, sainfoin) utilisé comme

ressource fourragere (Cavaillées, 2009).
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4.1.1. La luzerne (Medicago sativa L.)

La luzerne est un membre de la famille des Légumineuses ou Fabacees (Cumo,

2013).Elle est connue également sous le nom d’Alfalfa (Botineau, 2010).

La luzerne (Medicago sativa L.) est une espece cosmopolite pérenne originaire du
bassin Méditerranéen, d’Arménie et de 1’Asie centrale ou elle existe aujourd’hui a 1’état
sauvage. Son nom scientifique dérive de Médéa (Medicago) ancienne ville du Nord de
I’ Afrique, alors que sativa signifie cultivée. Elle est la plus importante a 1’échelle mondiale
comme source de protéine pour l’alimentation de I’animal et comme source d’azote pour

I’amélioration du sol (Hamon, 2001 ; Marinoff et al., 2005).

4.1.2. Classification botanique
Ordre: Fabales
Famille : Fabaceae (Leguminosae)

Sous- famille : Faboideae

Tribu : Trifolieae
Genre : Medicago

Espece : Medicago sativa L

(Singh, 2009). Photo 1. Plantes de la luzerne étudiée.
4.1.3. Caractere généraux

La Luzerne (Medicago sativa L.) est de 50 a 80 cm de hauteur, a fortes racines
pivotantes profondes et a tige rameuse, présentant une grand variabilité morphologique .Elle
présente des tiges plus ou moins ligneuse et trés ramifiées avec des feuilles ovoides et
oblongues avec trois folioles et finement dentés au somment, d’environ 3 cm de long chacun,
sec fleurs sont disposées au niveau axillaire et de couleur bleu — violacé sous forme
d’inflorescences en grappes de 10 a 20 fleurs de couleur violette , pourpre ou bleuatre (

Camille,1980).
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La fécondation est allogame (Prosperi et al., 1993). Le fruit est une gousse plus ou
moins enroulée, soit en forme de faucille, soit spiralée (de 1 & 4 spires) parfois épineuse. La

graine plus ou moins réniforme est longue d’environ 10 mm (Hireche, 2006).

Tableau 1. Stades physiologiques de la luzerne (Mueller et Teuber, 2007).

Stade Descriptions

Végétatif Stade 0: au début de stade végétatif, Longueur de tige < 6,
pouces (15cm).

Stade 1: au milieu de stade végétative, Longueur de la tige 6-
12, pouces (16-30cm).

Stade 2: a la fin de stade végétative, Longueur de tige >12,
pouces (31cm), pas des bourgeons, fleurs ou des gousses
visibles.

Début Stade 3:Début de bourgeonnement 1-2 nceuds avec des
bourgeonnement bourgeons visibles; pas de fleurs ou gousses.

Stade 4: a la fin de ce stade, >3 nceuds avec des bourgeons
visibles; pas de fleur ou gousses.
Floraison Stade 5: Début de floraison, Un nceud avec une fleur ouverte

Stade 6: a la fin de ce stade, >2 nceuds avec des fleurs
ouvertes; aucune graine gousses.
Développement Stade7 : Début de ce stade, 1-3 nceud avec des gousses vertes

Stade 8: >4 nceuds avec des gousses vertes.

Stade 9: Les nceuds avec principalement brun, mature
gousses

4.2. Le partenaire bactérien (micro-symbionte)
4.2.1. Caractéristiques des rhizobia

A chaque espéce de légumineuse correspond une espéce de Rhizobium qui lui est
inféodée, mais certaines especes de Rhizobium peuvent étre communes a plusieurs especes
végétales (exemple de R.leguminosarum bv.viciae capable de nodulaire efficacement les
pois, féveroles et vesces). Les souches de Rhizobium associées avec les légumineuses
tempérées comme la luzerne, les trefles, les vesces sont a croissance rapide, alors que les
Bradyrhizobium associées aux especes comme les lupins, les soja et la plupart des espéces

tropicales sont a croissance lente (Laguerre et al., 2007 ; Bourion et al., 2007).
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Les rhizobia font partie de la subdivision des a- et B-Proteobacteria (Moulin et al.,
2007).

Sont des batonnets mobiles de 0,5 a 0,9 sur 1,2 a 3,0 um, aérobies Non sporulant
(Prescott et al., 2010), a Gram négatif qui appartient a la famille des rhizobiaceae infectent de
manicre symbiotique les plantes de la famille des légumineuses. L’association qui en résulte
peut étre bénéfique pour la plante, et donc importante pour 1’agriculture en fournissant de
I’azote au sol (Chaby, 2010).

4.2.2. Classification des rhizobia

Pendant longtemps, les propriétés symbiotiques sont restées la seule base de la
caractérisation des rhizobia mais actuellement I'on a complété I'étude classique des caracteres

phénotypiques par celle de la structure génomique (Krishnan et Bennet, 2007).

La classification moderne est basée sur 1’approche poly-phasique, c’est a dire sur
I’analyse génétique (Séquence de I’ADNr, homologie ADN / ADN) ainsi que sur 1’analyse

numérique afin de décrire toute nouvelle espéce de rhizobia (Frederic et De lajudie, 2006).

Selon Weir (2016), on dénombre, actuellement, quelque 98 espéces appartenant a
13 genres différents.

4.2.2.1. Le genre Sinorhizobium

Les rhizobiums identifiés jusqu’a présent comme micro symbiote des Medicago

appartiennent au genre Ensifer (Sinorhizobium) (Young, 2003).

Seules les espéces S. medicae et S. meliloti ont été décrites capables d’entrer en
symbiose avec les plantes du genre Medicago (De lajudie et al., 1994 ; Elboutahiri et al.,
2010).
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Tableau 2. Espéces de Sinorhizobium

Synthése bibliographiques

.cochaliacantha)

Espéce Plante hote Référence
Ensifer abri Abrus precatorius Ogasawara et al.
(2003)
Sinorhizobium | Acacia spp.(A.farnesiana ,A.acatlensi, Teledo at
americanum A.pennatula, A.macilent, A al.(2003)

Ensifer arboris

Acacia sengal, Prosopis chilensis

Brenner et al.

kummerowiae

Ensifer fredii Medicago sativa,Cajanus caja,Glycine (2005)

max cv .Peking,Glycine soja , Vigna

unguiculata
Ensifer Argyrolobium uniflorum ,Medicago sativa Merabet at
garamanticus al.(2010)
Ensifer Sesbania rostrata Ogasawara et al.
indiaense (2003)
Ensifer Acacia senegal, Prosopis chilensis Brenner et al.
kostiensis (2005)
Ensifer Kummerowia stipulacea Wei et al. (2002)

Ensifer medicae

Medicago orbicularis.M.polymorpha,

Brenner et al.

S.pachycarpa).Acacia seyal,Leucaena
leucocephala ,Neptunia natans

S.xinjiangesse

Glycine max

Ensifer terangae

Acacia spp. (A.senegal, A.laeta, A.tortilis
subsp.raddiana, A.horrida, A.mosllissima)
et Sesbania spp.(S.rostrata,
S.cannabina,S.aculeata,S.sesban)

M.rugosa, M. truncatula (2005)
Ensifer meliloti | Especes de genre Melilotus.Medicago,

Trigonella
Ensifer Acacia angustissima Lioret et al.
mexicanus (2007)
Sinorhizobium Leucaena leucocephala Wang et al. (2002)
morelense
Ensifer Argyrolobium uniflorum ,Lotus creticus Merabet et al
numidicus .(2010)
Ensifer saheli Sesbania espece (S.cannabina, Brenner et al.

S.grandiflora, S.rostrata, (2005)

S.chiapanecum

Acaciella angustissima

Rincon-Rosales et
al.(2009)

11
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5. Génétique de la nodulation
5.1. Les flavonoides : signaux inducteurs des génes nod

Les flavonoides sont des métabolites secondaires de nature aromatiques exsudés par les
racines de la plante dans la rhizosphére. Ce sont les principaux signaux émis par la plante hote

et percus par les rhizobiums dans le sol (Taylor et Grotewold, 2005 ; Gibson et al., 2008).

Actuellement, de nombreuses espéces de flavonoides ont été caractérisées dans les
exsudats racinaires, beaucoup d’entre elles stimulent la nodulation mais certaines especes

inhibent en fait le processus (Hopkins, 2003)
A P’induction des génes nod, les flavonoides semblent avoir des rdles

multiples pendant plusieurs étapes du développement du nodule et de la plante, et leur
production est limitée a la zone de prolongation des poils racinaires a partir de laquelle la
plupart des nodules se développent plus tard (Broughton et al., 2000).

5.2. Génétique de la nodulation chez la bactérie

Les genes qui participent aux interactions symbiotiques sont généralement localisés

dans un grand plasmide chez les espéces de rhizobiums (Raven et al., 2000).

De nombreux génes bactériens interviennent dans la nodulation de la plante (génes nod)

et dans le fonctionnement du nodule avec tous les génes impliqués dans la fixation de I’azote

(genes nif et fix) (Werner, 1992).

Les génes nod sont regroupés dans la méme région, au contraire les génes nif et les

genes fix sont regroupés dans 5 régions distinctes (Crossman, 2004).
5.3. Génétique de la nodulation chez la plante

Le développement d’un nodule fonctionnel nécessite la production par les cellules hotes
d’un certain nombre de protéines nommees nodulines en réponses des stimules provenant des
bactéries symbiotiques. Ces protéines sont codées par des génes NOD localisés dans le

génome des cellules hotes (Hopkins, 2003).

Une distinction est parfois faite entre les nodulines tardifs, qui sont exprimes

12
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autour du début de la fixation de I’azote, et les nodulines précoces, qui sont exprimés aux

étapes initiales de I’infection et du développement de nodule (Brewin et al., 1992).

Certaines nodulines sont des enzymes du métabolisme azoté ou carboné. La plus
spectaculaire est une protéine qui, associée a I’heme produit par les bactéroides, constitue la
leghémoglobine, protéine fixatrice d’oxygene, et ce dispositif est indispensable a la fixation
de I’azote (Pelmont, 1995).

6. Processus de la nodulation
6.1. La pré-infection

La bactérie et la plante hote mettent en place un systeme de dialogue basé sur un
échange de molécules chimique (Hirsh et al., 2001; Graham, 2008).

Le processus de nodulation commence par un échange de signaux entre la plante hote et
la bactérie. les plantes produisent des flavonoides (molécules signales) au niveau de leurs

racines (Patriarca et al., 2004).

Ce signal, une fois percu par le rhizobium, induit I’expression de genes Nod codant
pour les enzymes de synthése de facteurs Nod (lipo-chitino-oligosaccharides ou LCO) (Gage,
2004). Ceux-ci sont des signaux de nodulation ciblant le programme organogénétique de la

plante (Patriarca et al., 2004).

Les rhizobiums différents dans la structure de leurs facteurs de nodulation constituent

un premier niveau de contréle de la spécificité d’hdte (Moschetii et al., 2005).
6.2. L’infection

Les bactéries s'attachent aux racines par l'intermédiaire d'une molécule d'adhésion
specifique, la rhicadhésine, localisée a la surface des cellules de rhizobia. D'autres substances
comme les lectines, qui sont des glycoprotéines végétales, ainsi que des récepteurs spécifiques
présents au niveau de la paroi des cellules végétales jouent également un r6le dans la
reconnaissance et l'attachement des bactéries a la plante (Perrt et al., 2000; Krishnan et
Bannett, 2007).
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Les bactéries migrent vers I’extrémité des poils absorbants, s’y fixent et libérent a leur
tour des hormones (acides gibbérellique et indole-acétique) qui assouplissent la paroi
cellulaire (Dupuy et Nougier, 2005).

Le rhizobium s'appréte alors a entrer dans la plante. Le facteur de nodulation induira une
dépolarisation de la membrane (Belanger, 1998).

Cette interaction induit une déformation du poil absorbant a 360° appelée <crosse de
berger ». Seuls les jeunes poils absorbants peuvent étre courbés pour entourer les cellules
bactériennes (Machrafi, 2001).

En réponse le poil absorbant secrete une enzyme, la polygalacturonase, qui fragilise la
paroi ; la pénétration des bactéries (Dupuy et Nougier, 2005). Cette pénétration se fait par un
mécanisme d’invagination (Perry et al., 2004). Les cellules bactériennes entrent par un poil

absorbant, perdent leur membrane externe et changent de forme (Pelmont, 2005).
6.3. L’organogénese
En parallele de la progression d’infection, I’organogenese nodulaire se met en place.

Le primordium nodulaire, lieu de libération des bactéries, se différencie en nodule mature
(Brewin, 1991; Trevaskis et al., 2002). Les bactéries sont libérées du cordon dans le
cytoplasme des cellules végétales par un processus d’endocytose par lequel elles sont
internalisées dans un compartiment constituant le symbiosome entouré d’une membrane
péribactérodienne d’origine végétale (Day et al., 2001; Brewin, 2004). Cette membrane assure
la séparation des bactéries de la cellule hote et contrdle I’échange de signaux et de nutriments

entre les deux partenaires (Udvardi et Day, 1997).

Une fois dans le symbiosome, les cellules bactériennes subissent de profonds
changements physiologiques et morphologiques, se différenciant en bactéroides (Mergaert et
al., 2006).

La présence de leghémoglobine autour des symbiosomes permet de baisser la pression
partielle en oxygéne, qui agit comme inhibiteur sur la nitrogénase bactérienne, tout en
assurant un approvisionnement en oxygene pour la respiration des bactéroides (Ott et al.,
2005).

14



Chapitre 1- Synthese bibliographiques
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" surface des poils absorbants,
qu'ile induisent & croitre en seo
courbant autour des Ahizobium.

Les Rhizobium provoquent la
formation d'un filament
d'infection qui croit dans le poil
absorbant jusqu’'au cortex de Ia
racine. Les bactéries prennent
le contréole des divisions des
cellules du cortex et du
péricycle (voir chapitre 35).

Vésicules 5. Les Rhizobium changent de forme
contenant des et sont dés lors appelés
bactéroides en bactéroides. Ceux-ci produisent un
voiede groupe hémique capable de fixer
différenciation une molécule de dioxygéne ; le
groupe hémique se combine a un
polypeptide produit par le pois et
dénommeé globine, formant ainsi de
la leghémoglobine. La
leghémoglobine confére une teinte
Division cellulaire rosatre au nodule ; sa fonction est
destinée a la similaire a celle de 'hémoglobine :
formation d'un elle apporte du dioxygéne aux
nodule bactéroides qui respirent
activement, sans que la nitrogénase
soit inhibée par le dioxygéne.

Bactéroides 6. Les bactéroides produisent de
différenciés, la nitrogénase et commencent
diazotrophes a fixer du diazote

A atmosphérique destiné a
eux-mémes mais aussi a la
plante. En retour, la plante
fournit des composés
organiques aux bactéroides.

Figure 3. Formation d’un nodule induit par rhizobium (Georges et al., 2011).
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7. Structure et morphologie des nodules

On distingue deux types de nodules : les nodules indéterminés, qui comportent un
méristeme nodulaire persistant, et les nodules déterminés, chez lesquels ce méristéme n’existe
pas (par méristeme on entend qui de perpétue tel quel et non simplement un ensemble de
cellules qui de divise activement pendant un certain temps pour se différencier

ultérieurement) (Dommergues et al., 1999).

meristem

—infection/differentiation
zone

indeterminate nodule determinate nodule
(e.g. Medicago sp.) (e.g. Lotus japonicus)

Figure 4. Architecture de nodule déterminé et indéterminée (Dilworth et al., 2008).

Tableau 3. Les principales différences entre les types de nodule indéterminé et

déterminée (Ferguson et al., 2010).

Type de nodosité Indéterminée Déterminee

Site de divisions Cortex racinaire intérieur a | Externe ou au milieu, le

cellulaires initiales c6té du pole de xyleme cortex a coté du pole
xyleme

Type de méristéme méristeme Persistante Aucun méristéme persistant

Forme de nodule Cylindrique / ramifié Sphérique

Fil de I'infection Large Etroit

Les cellules infectées hautement vacuolé vacuolisation Minimal

Région géographique Les régions tempérées Subtropicale et tropicale

d'origine végétale

Exemples Medicago, clovers et pea Soybean, bean,
Pongamiapinnata, et Lotus
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8. Factures influencant la fixation symbiotique

Plusieurs facteurs tels que la composition physico-chimique du sol peuvent interférer
avec les processus d'infection ou de nodulation, ou encore influencer I'activité fixatrice de

I'azote aprés symbiose (Collavino et al., 2005; Kinkema et al., 2006).

8.1. Le pH du sol

Les pH extrémes affectent les deux partenaires symbiotiques. La majorité des
Iégumineuses nécessitent des pH neutres ou légerement acides pour établir une symbiose

efficiente dans le sol (Bordeleau et Prevost, 1994).

L'acidité élevée du sol, influence la solubilité des éléments minéraux et provoque des
troubles dans la nutrition minérale ce qui affecte d'une part le développement de la plante
hote, et d'autre part I'efficience des rhizobiums et engendre par conséquent une diminution de
la nodulation (Munns, 1977). Alors que le pH alcalin du sol a un effet négatif sur la
disponibilité de certains minéraux tels que le fer et le manganése autant pour le rhizobium que

pour la plante héte (Bordeleau et Prevost, 1994).

8.2. Le stress salin

En symbiose, le rhizobium est plus résistant a la salinité que son partenaire végétal
(Zahran, 2001). La tolérance de la plante hote constitue donc un facteur déterminant (Soussi
etal., 1998).

La salinité affecte l'initiation, le développement et le fonctionnement des nodules, de
méme que la capacité photosynthétique des feuilles. Il s'avére que la Fixation Symbiotique de
I'Azote est plus affectee par le sel que la croissance des plantes (Rao et al., 2002).

Généralement I'activité des nodules est plus touchée par le sel que la nodulation, mais
I'étape la plus sensible a la présence du sel est le processus infectieux (Payakapong et al.,
2006)

8.3. Le stress hydrique

La fixation symbiotique de lI'azote atmosphérique par les Iégumineuses est tres sensible

au mangue d'eau. Une grande variété de légumineuses tempérées et tropicales présentent une
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réduction de fixation lorsque ils sont soumis a un stress hydrique La réponse de la fixation au
stress hydrique dépend cependant du stade de croissance de la plante, et est plus prononcée

pendant la période de croissance végétative (Zahran, 1999).
Le stress hydrique affecte la fixation symbiotique de lI'azote a différents niveaux:

La formation et la croissance nodulaire; le métabolisme du carbone et de l'azote; I'activité de
la nitrogénase et la perméabilité nodulaire a I'oxygene (Aguirreolea et Sanchez-dyaz, 1989;
Sadowsky, 2005).

8.4. La température

Des températures trop fortes au niveau du systéme racinaire affectent I'infection des
racines par les bactéries et la fixation symbiotique de l'azote chez plusieurs espéces de
légumineuses. Les températures élevées retardent la nodulation et la situent en profondeur,

réduisent ou inhibent I'activité de la nitrogénase et la fixation symbiotique (Zahran, 1999).

La température critique pour la fixation symbiotique chez cette lIégumineuse est l'une

des plus élevée et se situerait entre 35 et 40°C (Michiels et al., 1994).
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Chapitre 11- Matériel et méthodes

1. Matériels d’étude
1.1. Le substrat de culture

Nous avons utilisé, dans le cadre de cette étude le sable des dunes recueillis localement

au niveau de la région de Ouargla (exploitation agricole de I’université).
1.2. Le matériel végétal

Les graines de la luzerne (Medicago sativa) que nous avons utilisées proviennent de la
région de Ouargla, que les agriculteurs cultivent depuis plusieurs années. Nous I’avons acheté
chez un grainetier du coin. Nous ne disposons pas de sa fiche technique détaillée, mais nous

savons que sa capacité de germination est tres élevée et dépasse 90%.
1.3. Le matériel microbiologique

Une collection de dix-huit souches rhizobiennes que nous avons utilisées sont isolées a
partir de nodosités prélevées exclusivement de la luzerne cultivée (Medicago sativa). Elles

proviennent de différentes zones agricoles de la région de Ghardaia.

Deux souches de référence (souche 2011et souche 1021), fournies par le Laboratoire de
I’INRA de Toulouse (France), sur lesquelles plusieurs études ont été réalisées a travers le

monde, sont utilisées pour servir & la comparaison avec les souches autochtones.
1.4. Principaux milieux de culture utilisés

Plusieurs milieux sont utilisés pour cette premiere étape de la partie expérimentale, dont

la composition est exprimée en gramme par litre d’eau distillée (Annexe n°1).

Les milieux de culture doivent contenir les sources d’énergie nécessaire a la croissance

des bactéries ; pour cela nous avons préparé les milieux spécifiques suivants:

o Milieu liquid: YMB (Yeast Manitol Broth) (Vincent, 1970).
o Milieu solide: YMA (YYeast Manitol Agar) (Vincent, 1970).

L’autoclavage des milieux se fait a 120°C pendant 20 minutes.
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2. Méthodes d'étude
Description du dispositif expérimentale

L'expérimentation a été réalisée au niveau de la serre multi-chapelles de 1’exploitation
de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie. Le schéma général du dispositif

expérimental est montré par la figure suivante.

Répititions (1.2.3)
.. -
- - - Reépititions (1.2.3)
i - -
— e — e — SR
2011
52
- i - -
- SR
- 2021
: — 4l T > - aTa_
Témoins
518 sans
inoculation

Figure 5. Description du dispositif expérimentale.

Nous avons utilisé le systeme des jarres de Leonard (Vincent, 1970 ; Somasegaran et
Hoben, 1985), pour évaluer la nodulation de la luzerne sous des conditions expérimentales
contrélées.

2.1. Test de nodulation

L’aptitude des bactéries a infecter les racines de la plante hote et a induire des nodules
s’appelle « I’infectivité », alors que le terme ‘efficience’ ou ‘effectivité’ désigne I’aptitude des

plantes nodulées a fixer au maximum I’azote (Beck et al., 1993).

Le but de ce test est d’évaluer la capacité des souches et leur aptitude a former des
nodules avec la plante hote et contribuer a leur développement. Il consiste en 1’inoculation des

graines germées de la plante hdéte (Medicago sativa L.) avec les différentes souches
(Vincent, 1970).
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2.1.1. Préparation des jarres -Léonard

Des bouteilles d’eau minérales en plastique (1.5L) sont choisies et coupées
horizontalement en deux parties. Ces jarres sont lavées avec un détergent courant, puis

désinfectées avec de 1’eau javellisée pour éliminer toutes traces de bactéries.

Les deux parties de la jarre sont reliées par un cordon de compresse stérile ce qui permet

d’alimenter en continu, par capillarité, la partie supérieure en solution nutritive.
2.1.2. Préparation du support de culture

Nous avons versé une quantité d’Acide Chlorhydrique H3OCI™ (esprit de sel) sur le
sable, pour le déminéralisé, dans une bassine et laissé réagir pendant une quinzaine de
minutes. Trois a quatre lavages successifs sont réalisés a 1’eau filtrée jusqu’a ce que cette
derniére devienne claire. Deux a trois autres lavages sont effectués, dans ce cas, avec de I’eau

distillée.

Cette quantité a été répartir sur les jarres équitablement comme décrit ci-apres.

Photo 2. Support de la culture des graines de la luzerne.

2.1.3. Désinfection, pré-germination et mise en culture des graines

Tout d’abord, nous avons sélectionné celles ayant des tailles identiques, entieres et
indemnes de toute anomalie. Sous la hotte a flux laminaire, les graines sont désinfectées a
I’éthanol (95%) pendant 10 a 30 secondes. Dix lavages successifs sont réalisés avec I’eau

distillée. Nous les avons laissé s’imbiber dans le dernier ringage pendant une nuit a 4°C.
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Les graines sont plantées dans les jarres de léonard contenant le sable préalablement
déminéralisé et stérilisé, a raison de 3 graines par jarre. La profondeur de semis était égale au

double de la dimension de la graine.

Photo 3. Mise en culture des graines de la luzerne.

2.1.4. Production d’inoculum et inoculation des jarres

Pour I’activation des souches, nous les avons cultivés dans un milieu liquide d’extrait de
levure-mannitol (YEM). Ensuite, nous les avons incubés a 28 °C pendant 3 jours dans un

incubateur-agitateur a 220 tr/mn.

Photo 4. Production d’inoculum.

Les jarres sont inoculées avec 3 ml de culture bactérienne fraichement récolté. Trois
jarres n’ont pas €té inoculées et serviront comme témoin. Des seringues stériles sont utilisées

pour I’inoculation pour assurer un maximum d’asepsie.
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La partie extérieure des jarres est couverte avec du plastique noir pour éviter

I’exposition des racines et de la solution nutritive a la lumiere.

Photo 5. Inoculation des jarres avec la suspension bactérienne.

2.1.5. Irrigation et suivi des plantes

L’irrigation des jarres par la solution de Fahreus (Annexe n°2) s’effectue
superficiellement a chaque fois que le niveau de la solution nutritive a diminué fortement et

que le substrat apparait sec pour éviter le flétrissement des plantules.

La plus part des temps, la solution nutritive est apportée au niveau du compartiment

inférieur et la montée de celle-ci se fait par capillarité, via le cordon de compresse.

2.1.6. Prélevements des plantes

Aprés une période de trois moins, les plantes ont été dépotées, des mottes de terre
entieres furent prélevées puis nettoyées doucement a l'eau afin d'éviter autant que possible
d'abimer le systéme racinaire. Les racines sont examinees pour détecter la présence de

nodules. S'ils sont présents, les nodules sont comptés a I'état frais.

2.2. Parameétres mesurés

Les parametres que nous avons mesurés, au cours de cette partie d’étude, ont été retenus

vue leur importance pour dans la symbiose établie. Nous les énumérons comme suit :
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2.2.1. Poids sec des parties aériennes et souterraines

Chaque partie est mise dans du papier aluminium. La matiere séche des deux parties est
déterminée apres séchage a I'étuve réglée a 70°C pendant 48 h (Shipley et Vu, 2002 ; Zaka et
al., 2015). Une fois les échantillons complétement séchés, leur poids sec est déterminé a l'aide
d'une balance de précision électronique.

2.2.2. Hauteur des parties aériennes et souterraines

Les parties aériennes et racinaires des plantes sont coupées au niveau du collet. Les

mesures de hauteurs se font a I’aide d’une régle graduée.

Photo 6. Croissance végétale de la partie aérienne et souterraine.

2.2.3. Nombre de nodules par plante
L'évaluation du taux de nodulation consiste a compter le nombre de nodules.
2.2.4. La forme, la couleur, la taille et la distribution des nodules

Nous avons déterminées, a 1’ceil nue, la couleur (rose, blanc, vert), la forme (coralloide

ou allongée), la taille (grande ou petite) et la distribution (partie supérieur ou inférieure).
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2.3. Effet des Facteurs extrinseques

L’¢tude de la diversité phénotypique a ét€ menée pour la caractérisation de 20 souches
rhizobiennes (18 souches locales et deux souches références) de rhizobia nodulant la luzerne.
La tolérance au pH, a la salinité et a la température a été évaluée pour ’ensemble des souches
de la collection. Ces trois paramétres constituent les plus importants facteurs du stress
abiotique qui contraint la croissance normale des rhizobia dans les sols sahariens. L’ensemble
de ces paramétres pourra constituer une base d’étude de la diversité phénotypique qui existe

entre ces souches autochtones et nous permettra de sélectionner les plus efficientes.
2.3.1. Tolérance des isolats au pH

Les souches ont été évaluées pour leur tolérance au pH sur milieu YEM (solide et
liquide) ajusté a 6 valeurs (pH=4, pH=5, pH=6, pH=6.8, pH=8 et pH=9).

o Sur milieux solide, les boites sont incubees a 28°C. Les observations sont faites
apres chaque 24 heures d’incubation qui est de 72 heures.
o Sur milieux liquide, les tubes sont incubés & 28°C pendant 72h sous agitation

continue (220 tr /mn). La mesure de la DO a 600 nm se fait aprés chaque 24h.
2.3.2. Tolérance des isolats a la température

Dans le but d’étudier les températures optimales de croissance et de définir 1’intervalle
de tolérance a celle-ci, ce test a été réalisé, comme précédemment pour le pH, sur milieu
YEM solide et liquide.

La capacité des souches a tolérer différentes températures a été déterminée aprés 72
heures d’incubation a 4°C, 28°C, 37°C et 45°C.

2.3.3. Tolérance des isolats a la salinité

La tolérance a la salinité a été évaluée pour le NaCl. La démarche suivie est celle décrite

pour les tests précédents.

Les souches sont cultivées sur milieu YEM (solide et liquide) a différentes
concentrations de NaCl : (1mM), (40mM), (80mM), (160mM), (320mM), (640mM) et
(1280mM).
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Remarque

Les tests ont été reconduits sur le milieu YEM solide pour la confirmation des résultats

obtenus sur milieu liquide.
2.4. Résistance intrinseque aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques a été fréquemment utilisée dans 1’étude des
Rhizobium, comme un moyen d’identification (Beck et al., 1993).

La résistance aux antibiotiques permet de caractériser et de comparer les souches entre
elles. Le principe de I'antibiogramme est de mettre en culture des bactéries, et d'appliquer un
disque contenant un antibiotique, de concentration connue, afin de voir quels effets jouent sur

la bactérie ciblée.

En appliquant la méthode préconisé par Sanofi Diagnostics Pasteur (CA-S.F.M., 1996 ;
Yattra et al., 2000), Pour déterminer la résistance aux antibiotiques, la boite de pétri gélosée
est inondée avec 300 ul de culture bactérienne, puis étaler la suspension sur toute la surface
de la gélose afin d'obtenir la quantité la plus homogéne possible de bactéries a la surface.
Laisser sécher la suspension pendant 5 minutes. A l'aide d'une pince stérile, on applique les
disques d’antibiotiques en appuyant légerement pour assurer le contact avec le milieu.
Ainsi, 6 disques sont placés sur une boite de 9 cm de diamétre, en prenant soin de flamber la
pince a chaque nouvel antibiotique.

Aprés application, les souches sont incubées pendant 72h a 28°C.

Tableau 4. Liste des antibiotiques utilisés dans notre etude

Sigle Antibiotique Sigle Antibiotique
AMX Amoxicilline CTx Cefotaxime
VA Vancomycine E Erytromycine
K Kanamycine C Clorampheénicol
P Penicilline CN Céfalaxine

FA Acide fusidique AN Amikacine

SP Spiramycine CS Colistine
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1. Test symbiotique

1.1. La croissance végétale

La croissance des plantes s’est déroulée, pendant les trois mois d’étude, dans des
conditions normales jusqu’au moment de la récolte. La partie aérienne s’est bien développée

avec des feuilles vertes.

Photo 7. Vue générales des jarres avant récoltent.

1.1.1. Hauteur de la partie aérienne
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Figure 6. Effet des souches sur la croissance des parties aériennes.
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Nous avons enregistré pour I’ensemble des plantes inoculées une hauteur moyenne des

plantes égales & 19.84 cm.

Les plantes inoculées par les souches G12, G9, G8, G1, G15, G16 et G5 ont eu le
meilleur développement avec des hauteurs moyennes de 30.33 cm, 29.5 cm, 27.75 cm, 26.38

cm, 26.33 cm (pour 2 souches) et 26 cm.

Les témoins (plantes sans inoculation) ont eu un développement faible, par rapport a
la moyennes des plantes inoculées, avec des hauteurs moyennes de 9 cm.
Nous pouvons conclure que 1’inoculation a eu un effet positif sur le développement
des plantes en hauteur dépassant 100% par rapport aux témoins.
Nos résultats sont en concordance avec ceux trouvé par Ravikumar (2012) qui a conclu
que les plantes inoculées possédaient une plus grande hauteur et plus grande nombre de

feuilles que les plantes non inoculées.

1.1.2. Longueur de la partie souterraine
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Figure 7. Effet des souches sur la croissance de la partie souterraine.

La longueur moyenne des racines, des plantes inoculées, est de 17.58 cm pour
I’ensemble des plantes. A partir des résultats de la figure ci-dessus, hous avons remarque que
les plantes inoculées par les souches G 1, G5, G8, G15, G12 et G2 ont eu une bonne
croissance la partie racinaire en comparaison aux autres plantes, avec une longueur moyenne
égale a: 41.75 cm, 31.5cm, 22.25 cm, 19.58 cm, 18.83 cm et 18.33 cm.
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Une baisse tres marqué au niveau de la croissance de la partie racinaire est notée chez
les témoins, avec une longueur moyenne de 11 cm (la moitié de la longueur moyenne des

racines des plantes inoculées).

La aussi, I’effet de I’inoculation s’est traduit par une croissance racinaire notable par

rapport au témoin, justifiant ainsi 1’utilisation de la technique d’inoculation.

1.1.3. Poids sec de la partie aérienne
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Figure 8. Biomasse seche aérienne (g/plante) de la luzerne.

Le graphe ci-dessus, montre que les plantes qui donnent la plus grande masse séche de
la partie aérienne sont celles inoculées par les souches : G2, G1, G15, G16, G5 et G12 avec
respectivement 0.6 g, 0.39g, 0.39g, 0.32g, 0.31g et 0.30 g. La plus faible production de
biomasse aérienne moyenne est présentée par les plantes inoculées par les souches G4
(0.01g), G7 (0.03g) et G6 (0.05g). Les témoins, quant a eux, ont eu un moyen de 0.05g.

D’aprés Boulbaba et al. (2009), les résultats obtenus en Tunisie ont montré que les
traitements d’inoculation in situ ont abouti a une augmentation des biomasses aériennes par

apport aux témoins.

Le coefficient de corrélation r, entre les hauteurs des parties aériennes et leurs poids
secs, est égale 0,60. Cela signifie qu’il y a une forte corrélation entre ces deux parametres,

plus la hauteur des tiges augmente, le poids sec augmente.
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1.1.4. Poids sec de la partie souterraine
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Figure 9. Biomasse seche racinaire (g/plante) de la luzerne.

L’histogramme ci-dessus montre que les masses racinaires seches les plus importantes
sont celles des plantes inoculées par les souches : G1, G8, G2, G11, G9 et G13, avec une

moyenne respective de 2.7g, 2.09¢g, 1.87¢, 1.35¢g, 1.11g et 0.93g.

Les plantes témoins et celles inoculées par les souches G4, G6, G7, G10 et G15 ont

enregistrées les poids secs moyens les plus faible.

La corrélation entre le poids sec la longueur des racines est trop forte (r=0,70), ce qui

signifie que plus la longueur des racines augmente, le poids sec le sera aussi.
1.2. La nodulation

L’examen du systéme racinaire des plantes de la luzerne étudiées nous a permis de

vérifier qu’ils sont tous nodulés et fixateurs de I’azote.

Selon Stacey et al. (2006), le nombre de nodule est un caractere de grande importance.

Il renseigne sur la capacité de la plante a fixer I’azote atmosphérique.
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1.2.1. Nombre total des nodules
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Figure 10. L’effet des souches bactériennes sur le nombre des nodules.

La figure montre que le nombre de nodules varie d’une plante a une autre (de 3 a 45
nodules/pante). La moyenne de nodulation enregistrée dans cette étude est de 21,76
nodule/plante. Cette moyenne de nodulation correspond parfaitement a cette obtenu in situ par

AZIB et al. (2013) qui est égale a 22.64 au méme stade de développement.

Les souches les plus performantes : G1, G5, G12, G18, G7 et G8 ont conduit a la
formation, respectivement, de : 45.66, 31.83, 28.33, 27.99, 27.1 et 25.5 nodules/plante.

Les souches référence 2011 et 1021 ont eu une moyenne nodulation de 1’ordre de 23

nodules/plante pour la premiere et 12,66 nodules/plante pour la seconde.

Les témoins ont seulement formé 3 nodules. Cela peut paraitre anormal d’enregistrer
des nodules chez des plantes non inoculées, ce qui laisse présager une contamination
quelconque. La réalité c’est que c’est nodule sont inactifs, de couleur blanchatre et petits de

taille.
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1.2.2. Forme et taille des nodules

Photo 8. Quelques nodules actifs prélevés des racines de la luzerne (Gx3).

Les nodules observés sur le systeme racinaire des plantes examinées ont montré des
variations la taille et de la forme.

Les nodules sont de type indéterminé indiquant la présence d’une zone méristématique a
croissance continue (Vasse et al., 1990). lIs sont de formes allongées et coralloides, formes
typiques de la luzerne (Corby, 1981 ; Duhoux et Nicole, 2004).

La taille des nodules des plantes traitées, montre que la majorité est de grandes tailles.

1.2.3. Nodules actifs
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Figure 11. Nombre des nodules actifs en fonction des différentes souches examinées.
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La figure, ci-dessus montre que nombre moyen des nodules actifs est égale a 36.25. Les
souches qui un nombre élevé des nodules actifs sont les suivantes G1, G5, G12, G18, G8 et
G17.

En comparaison avec les plantes inoculées les nodules des plantules témoins sont de

couleur vert ou blanc, Cette couleur signifie que les nodules sont de type inactif.

L’estimation du nombre de nodules actifs ou inactifs est réalisée a travers la coloration
de ces derniers (Duhoux et Nicole, 2004). Une couleur rouge ou rose indique la présence de la

leghémoglobine signe de fixation active de I’azote.

Ces résultats sont en concordance avec ceux enregistrés par Downie (2005) et Ott et al
(2005). Les nodules des plants examinés ont présenté toute une couleur rose révélatrice de la
présence de leghémoglobine, une hémoprotéine produite uniquement par les nodules fixateurs

de l'azote.
1.2.4. Distribution des nodules

Les nodules sont présents sur les racines principales et secondaires. Ils sont répartis
majoritairement au niveau des racines secondaires. Leur distribution s’est faite dans la partie
inférieure et supérieure de systéme racinaire. Selon la FAO (1992), une nodulation tres bien
répartis sur les racines indique a la fois la présence d’un nombre ¢élevé de rhizobium mais

aussi de conditions du milieu favorable.
1.3. Estimation des corrélations entre les différents parametres mesurés

Tableau 5. Corrélation entre la nodulation et les différents parametres étudiés

. o Nombre totale des nodules
Parametres étudiés _ ___ _
Coefficient de corrélation Signification
Hauteur de la partie aérienne r=0517 Forte corrélation
Longueur de la partie souterraine I 0.849 Tres forte corrélation
Poids sec de la partie aérienne r=0.280 Faible corrélation
Poids sec de la partie souterraine r=0526 Forte corrélation
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Le tableau ci-dessus montre que la hauteur de la partie aérienne est liée fortement au
nombre de nodules formés (r =0.517). Bien que le coefficient de corrélation entre la longueur

des racines est tres fortement liée avec la nodulation (r = 0.849).

Le calcule du coefficient de corrélation montre qu’il existe une faible corrélation (r =
0.280) entre le poids sec de la partie aérienne des plantes et le nombre des nodules. Le poids
sec de la partie souterraine est corrélé fortement avec la nodulation, le coefficient de

correélation (r) est égale a (0.526).
2. Effet des facteurs extrinseques
2.1. Effet d’NaCl sur la croissance des souches étudiées

= Effet d’Na Cl a2 (ImM)
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Figure 12. Effet de la salinité sur la croissance des souches a 1ImM.

Les résultats obtenus & la concentration 1mM d’NaCl montrent une croissance
importante par rapport aux autres concentrations. Cette croissance est traduite par des DO
élevées. Les souches qui présentent le meilleur développement sont les suivantes : G2, G1,
G10, G15, G16 et G3 avec, respectivement, des DO égale a : DO=1.194, 0.995, 0.980, 0.995,
0.910 et 0.950.

Celles qui présentent une croissance minimale sont les souches G14, G4, G7 et 1021.

34



Chapitre 111-

Résultats et discussion

Tableau 6. Croissance des souches sur milieu solide a 1mM d’NaCl.

souches

Gl

G2

G3

G4

G5 G6 G7

G8

G9

G10

Gl1 | G12

G13

G14

G15

G16

G17

G18

1021

2011

croissance

++

++

++

++

++ ++ ++

++

++

++

++ ++

++

++

++

++

++

++

++

++

++ : Tres bonne croissance

Sur milieu solide, la totalité des souches ont une prolifération importante en

comparaison aves

les autres concentrations en NaCl.

Tout

au

long des striés

d’ensemencement, des colonies trés dance, parfois avec production d’exopolysaccharides.
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Figure 13. Effet de la salinité sur la croissance des souches a 40Mm.

A faible concentration en NaCl égale a 40mM, toutes les souches montrent une bonne

croissance avec une DO moyenne égale a 0,80. Les souches les plus performantes sont G2,
G5, G13, G4, G12 et G16 (voir la figure 22), suivi par les souches G1, G8, G14 et G10.

Tableau 7. Croissance des souches sur milieu solide 2 40mM d’NaCl.

Souches

Gl

G2

G3

G4

G5 | G6 | G7

G8

G9

G10

Gl1 G12 G13

Gl4

G15

G16

G17

G18

1021

2011

Croissance

+

+

+

+

+ : Bonne croissance
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Sur milieu solide, les souches ont une croissance importante comme. Des colonies

nombreuses et bien visibles sont relevées.
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Figure 14. Effet de la salinité sur la croissance des souches a 80mM d’NaCl.

Les résultats obtenus a la concentration 80 mM montrent une bonne croissance avec une

DO moyenne de 0,60. L’optimum de croissance est présenté par les souches G12, G7, G11,

G16, G14 et G17, alors que les faibles sont présentées par les souches G9, G19, G18 et G8.

Tableau 8. Croissance des souches sur milieu solide 2 80Mm d’NaCl.

Souches

Gl

G2

G3

G4

G5

G6

G7

G8

G9

G10 | G11 | G12

G13

G14

G15

G16

G17

G18

1021

2011

croissance

+

+

+

+

+ : Bonne croissance

L’évaluation de la tolérance des souches a une concentration d’NaCl égale a 80mM sur

milieu solide a montré que toutes les souches présentent une bonne croissance.
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Figure 15. Effet de la salinité sur la croissance des souches a 160Mm.

A travers les résultats qui nous avons obtenus, nous notons que la croissance a 160mM
d’NaCl est égale a celle obtenue a 80 mM. Les meilleures densités optiques (0.773, 0.738,
0.703, 0.694, 0.662 et 0.703) présentées successivement par les souches (G16, G12, G5,
G14, G3 et G13), la faible DO (0.425) présentée par la souche G10.

Tableau 9. Croissance des souches sur milieu solide 2 160mM d’NaCl.

Souches Gl | G2 | G3 | G4 | G5 | G6 | G7 | GB | GY9 | G0 | G11 | G12 | G13 | G14 | G15 | Gl6 | G17 | G18 | 1021

2011

croissance + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

+ : Bonne croissance

Les résultats obtenus sur milieu solide montrent une croissance remarquable de toutes

les souches.
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= Effet d’NaCl 4 (320Mm)
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Figure 16. Effet de la salinité sur la croissance des souches a 320Mm.

La croissance obtenue a cette concentration semble étre affectée sensiblement par la
salinité a 320 mM par rapport aux autres concentrations précédentes. La DO maximale, signe
d’une meilleure croissance, (0.707, 0.681, 0.648 0.640, 0.648 et 0.640) présentée par les
souches G6, G16, G15, G14, G5 et G3. La croissance minimale est enregistrée avec les
souches G9, G4 et G17.

Tableau 10. Croissance des souches sur milieu solide 2 320mM d’NacCl.

Souches Gl | G2 | G3 | G4 | G5 | G6 | G7 | GB | GY | GIO | G11 | G12 | G13 | G14 | G15 | G16 | G17 | G18 | 1021 | 2011

croissance + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

+: bonne croissance

Sur milieu solide, la totalité des souches montrent une croissance significative.
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Figure 17. Effet de la salinité sur la croissance des souches a 640mM.

Les résultats obtenus a la concentration 640 mM d’NaCl montrent que la croissance des
souches est affectée par cette salinité élevée. La DO moyenne enregistrée est de 0,34. Les
souches G6, G16, G7, G11, G10 et G2 sont les plus résistantes a 1’¢lévation de la salinité

alors que les plus sensibles sont les souches G4, G9, G12 et G17.

Tableau 11. Croissance des souches sur milieu solide 2 640mM d’NacCl.

Souches Gl | G2 | G3 | G4 | G5 | G6 | G7 | G8 | GY | GI0 | G11 G12 | G13 Gl4 | G15 | G16 G17 | G18 | 1021 | 2011

I+
I+
I+
I+
I+
+
I+
+
I+
+
I+
I+
I+
I+
I+
I+

. + + + +
Croissance

+ : faible croissance

Sur milieu solide, toutes les souches sont capables de croitre d’une facon moins

importante de celle trouvée a la concentration 320 d’NaCl.
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Figure 18. Effet de la salinité sur la croissance des souches a 1280mM.

A la concentration 1280 mM de NaCl, la croissance est tres fortement inhibée par la
salinité élevée. Toutes les souches ont une trés faible croissance. La DO moyenne de cette
concentration est de 0,15 seulement. Les souches G5, G12, G16, G13, G15 et G11 ont eu une

certaine croissance mais reste tres faible.

Tableau 12. Croissance des souches sur milieu solide 2 1280mM d’NaCl.

Souches Gl | G2 | G3 | G4 | G5 | G6 | G7 | GB | G9 | G10 | G11 | G12 | GI13 | G14 | G15 | G16 | G17 | G18 | 1021 | 2011

croissance

- - Aucune croissance
Sur milieu solide, aucune croissance n’est observée pour la totalité des souches.
Discussion

Les résultats obtenus a partir de différentes concentration de NaCl montrent que
jusgu'a une salinité de (640mM), la croissance des souches se fait mais a des degrés moindres
a chaque augmentation. A la concentration de 1280mM, aucune croissance n’est observee

pour la totalité des souches.
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Par comparaison, nous observons que nos isolats sont plus halotolérants que les souches
références (souche 1021 et souche 2011).

La tolérance a la salinité chez les rhizobiums varie d’une espéce a une autre (Mandal,
2014). D’aprés Zahran (2001), les souches de Sinorhizobium meliloti sont capables de résister
a des concentrations de NaCl allant de 300 a 700 mM, ce qui confirme nos conclusions faites
auparavant, ou nous signalons que les souches étudiées ne sont pas trop affectées par la

salinité jusqu'a des concentrations égales a 640 mM.

Mrabet et al. (2010), ont obtenu une bonne croissance (DO=0.7) a 684 mM et affirme
que la croissance a révélé une diminution de la capacité de croissance provoquée par

I'augmentation de la concentration en NaCl.

Beaucoup d’espéces bactériennes ainsi que les rhizobia s’adaptent aux concentrations
¢levées de sel par I’accumulation intracellulaire des osmolytes ; corps organique de faible
poids moléculaire (Zahran, 1999) ; tels que des acides aminés comme la proline, la bétaine (et
dérivés), I’ectoine et le glutamate ou des carbohydrates comme le tréhalose, le saccharose et
autres afin de maintenir la turgescence de la cellule et de limiter les dégats causés par le sel
(Boncompagni et al., 1999 ; Botsford et Lewis, 1990 ; Brhada et al., 1997 ; Gouffi et
al.,1999).

2.2. Effet de la température sur la croissance des souches étudiées

= Effet de la température 4°C
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Figure 19. Effet de la température sur la croissance des souches a 4°C.
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Les résultats que nous avons obtenus a la température 4°C, qui est la température de
conservation des rhizobia, indiquent que la totalité des souches ont une trés faible croissance.

Les DO restent tres faibles aprés 72h d’incubation, avec une moyenne de DO= 0,19.

Tableau 13. Croissance des souches sur milieu solidea T = 4°C

Souches Gl | G2 | G3 | G4 | G5 | G6 | G7 | G8 | G9 | GI0 | G11 | G12 | G13 | G14 | G15 | Gl6 | G17 | G18 | 1021 | 2011

croissance

- 1 Aucune croissance

Sur le milieu solide, aucune souche n’a poussée, ce qui signifie que ces derniers ne

tolerent pas les basses températures.
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Figure 20. Effet de la température sur la croissance des souches a 28°C.

A une température de 28°C, qui est la température optimale pour la croissance des
rhizobia, la totalité des souches ont montrés une croissance importante. Avec des DO élevées
(1.119, 1.029, 1.067, 0.961, 0.883 et 0.954) présenté par les souches G2, G8, G11, G1, G4 et
1021. Alors que les DO faibles (0.728, 0.745, 0.754 et 0.764) présentées par les souches G3,
G14, G10 et G6.
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Tableau 14. Croissance des souches sur milieu solide a T = 28°C

Souches

Gl

G2

G3

G4

G5

G6

G7

G8

G9

G10

G11

G12

G13

G14

G15

G16

G17

G18

1021

2011

croissance

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++ : Tres bonne croissance

liquide.

(0.707, 0.730, 0.722 et 0.718) présentées par les souches G14, G12, G10 et G6.

Sur milieux solide, la croissance est importante et comparables a celui trouve sur milieu
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Figure 21. Effet de la température sur la croissance des souches a 37°C.

Nous remarquons que la souche qui présente les DO les plus élevées (0.917, 0.910,
0.883, 0.880, 0.879 et 0.860) sont G19, G8, G20, G7, G11 et G2, alors que les DO faibles

Tableau 15. Croissance des souches sur milieu solidea T = 37°C

Souches

Gl

G2

G3

G4

G5

G6

G7

G8

G9

G10

G11

G12

G13

G14

G15

G16

G17

G18

1021

2011

croissance

+

+

+

+

+ : bonne croissance

croissance.

Sur milieu solide, nous soulignons que la totalité des souches ont une meilleure
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= Effet de la température 45°C
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Figure 22. Effet de la température sur la croissance des souches a 45°C.

Concernant la température extréme 45°C, les souches introduites une DO élevées sont
G11, G6, G18, G8, G17 et G15 avec respectivement (0.341, 0.282, 0.268 et 0.259, 0.259 et
0.251).

Tableau 16. Croissance des souches sur milieu solide a T = 45°C

Souches Gl | G2 | G3 | G4 | G5 | G6 | G7 | G8 | G9 | Gl0 Gl1 | G12 | G13 | Gl14 | Gi15 Gl16 | G17 | G18 | 1021 | 2011

+
I+
I+
I+
I+
H+
H+
H+
H+
+
+
+
+
+
+
+
I+
+
+
I+

croissance

+ : faible croissance

Sur milieux solide la totalité des souches sont capables de croitre en quelques colonies

visibles (2 & 40 colonies).
Discussion

La confirmation sur milieux solide montre que la plupart des souches sont capables de

croitre a une temperature allant de 28°C jusqu’a 45°C.

Les temperatures trop élevees (45°C) ralentissent fortement la croissance des souches.
Seulement quelques colonies sont visibles sur milieu gélose. Nos résultats vont avec ceux
Bowen et Kennedy (1959); Diouf et al. (2000), qui ont constaté que plusieurs Rhizobium sont
capables de pousser a des températures tres élevées de 40°C a 45°C. Razanen et al. (2002),

déterminent que les souches résistantes aux temperatures trés élevees n’ont pas une bonne
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capacité pour la fixation de I’azote atmosphérique et que cette thermo-résistante est

probablement reliée a la capacité des bactéries de survivre durant les périodes chaudes.

Dans I’intervalle de 28°C a 37°C, la croissance est optimale, comme 1’ont décrit par
Drouin et al. (2000), qui signalent que la température optimale de croissance des rhizobiums

est comprise entre 28 et 31 ° C.

Aucune souche n’a poussé a 4°C ce qui signifie que ces souches ne tolérent pas les

basses températures.

Pour la thermo-tolérance, elle est trés variable parmi les espéces et les souches de
rhizobia (Sebbane et al., 2004). Dans plusieurs organismes, I'apparition de thermo-tolérance a

été corrélée avec la production des protéines hsp (heat shock proteins) (Michiels et al., 1994).

2.3. Effet du pH sur la croissance des souches étudiees
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Figure 23. Effet du pH=4 sur la croissance des souches étudiées.

Les résultats obtenus au pH 4 montrent que les souches ont une tres faible croissance
avec une DO moyenne égale a 0,18. Les valeurs de DO les plus importantes sont preésentées
par les souches (G3, G4, G16, G1, G7 et G2).

Tableau 17. Croissance des souches sur milieu solide a pH =4

Souches Gl | G2 | G3 | G4 | G5 | G6 | G7 | G8 | G9 G10 Gl1 G12 G13 Gl4 G15 G16 G17 G18 1021

2011

croissance - - +

I+
I+
I+
I+
I+

- . Aucune croissance

+ : faible croissance
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Sur milieu solide, la plus part des souches étudiées ne montrent aucune croissance. Six

souches seulement ont pu croitre et former des colonies visibles.
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Figure 24: Effet du pH=5 sur la croissance des souches étudiées.

Les résultats que nous avons obtenus au pH= 5 montrent que la plupart des souches ont

une faible croissance. Avec une DO moyen égale a 0.275. Les souches G2, G11, G16, G12,

G4 et G1 présentent les DO élevees (0.388, 0.340, 0.329, 0.322, 0.317 et 0.314).

Tableau 18. Croissance des souches sur milieu solide au pH=5

Souches

G1 G2 G3 G4 G5

G6

G7

G8

G9

G10 G11

G12

G13

G14

G15

G16

G17

G18

1021

2011

croissance

I+

I+

+ : faible croissance

+ : Bonne croissance

Sur milieu solide, la totalité des souches ont cru, et des colonies bien visibles sont

observées.
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Figure 25. Effet du pH=6sur la croissance des souches étudiées.

Au pH= 6, nous avons enregistrés que la totalité des souches ont une bonne croissance.
La figure 36 montre que les souches ayant une DO élevée sont G1, G2, G15, G16, G5 et G10.

Tableau 19. Croissance des souches sur milieu solide au pH= 6.

Souches Gl | G2 | G3 | G4 | G5 | G6 | G7 | G8 | GY9 | GIO | G11 | G12 | G13 | G14 | G15 | G16 | G17 | G18 | 1021 | 2011

croissance + + + + + + + + + + + + + + + + +

+ : Bonne croissance

Les résultats obtenus sur milieu solide montrent que 1’ensemble des souches ont un

développement plus ou moins important.
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testées. Les plus performantes sont
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Figure 26. Effet du pH=6.8 sur la croissance des souches étudiées.

Nous avons remarqué a pH = 6.8 un optimum de croissance de toutes les souches
G2, G8, G11, G1, G4 et 19, alors que les moins

performantes sont les souches G3, G14, G10 et G6.

Tableau 20. Croissance des souches sur milieu solide au pH= 6.8

Souches

Gl

G2

G3

G4

G5

G6

G7

G8

G9

G10

G11

G12

G13

G14

G15

G16

G17

G18

1021

2011

croissance

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++ : Tres bonne croissance

Sur milieux solide, toutes les souches ont une meilleure croissance par rapport aux

autres pH.
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Figure 27. Effet du pH=8 sur la croissance des souches étudiées.

Les résultats exprimés par le pH=8 montrent qu’il y’a un développement remarquable

de toutes les souches. Les souches G1 G13 G16 G8 G2 et 1021 ont eu les meilleures

croissances, alors que les plus faibles sont les souches G5, G6, G3et G12.

Tableau 21. Croissance des souches sur milieu solide au pH= 8

Souches

Gl

G2

G3

G4

G5

G6

G7

G8

G9

G10 G1l1 | G12 | G13 Gl14 | G15 G16

G17

G18

1021

2011

croissance

+

+

+

+

+ : Bonne croissance

L’évaluation des souches a pH=8 sur milieu solide, montre qu’elles ont toutes une

bonne croissance.
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= Effet de pH=9
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Figure 28. Effet du pH=9sur la croissance des souches étudiées.

Les résultats obtenus au pH= 9 montrent des croissances comparables a celle de pH=8.
Les meilleures sont celles des souches G5, G13, G16, G17, G2 et la souche 1021, alors que

les souches G8 G3 G4 et G11 ont les faibles croissances.

Tableau 22. Croissance des souches sur milieu solide au pH=9

Souches Gl | G2 | G3 | G4 | G5 | G6 | G7 | G8 | G9 | Gl0O Gl1 G12 G13 Gl4 G15 G16 G17 G18 | 1021 | 2011

croissance + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

+ : Bonne croissance
Sur milieu solide, toutes les souches ont montrées une bonne croissance.
Discussion

Il ressort du test de 1’effet du pH sur la croissance et le développement des souches que
la majorité est incapable de pousser a pH 4. Alors que, la totalité des souches sont capable de
croitre a pH 5 jusqu’a pH 9, avec un optimum de croissance de toutes les souches testées se

situant entre pH 6 et 6.8, ce qui indique que les souches testées de rhizobia sont neutrophiles.

Les mémes résultats sont obtenus par Ali et al. (2009), avec des isolats de différentes
Iégumineuses poussant dans la région semi-aride de 1I’'Inde. L'acidité du sol limite la fixation
symbiotique de I'azote par limitation de la survie du Rhizobium et sa persistance dans les sols,

ainsi que la réduction de la nodulation (Appunu et Dhar, 2006).

50




Chapitre 111- Résultats et discussion

Selon Zahran (2012), les Rhizobiums isolés en Egypte croissent & un pH allant de 6 a 8
avec un certain pouvoir de tolérer un pH acide allant de 3.5.to 4,0.

En générale, les rhizobia sont des bactéries neutrophiles, cependant leur pH optimal de

croissance peut varier (el-hilali, 2006).

3. La résistance intrinséque aux antibiotiques

100 - 100 o4 100 100 100

90 -
80 -
70
60 -
50 -
40 -
30 A
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résistance des souches en %

AMx E C AN CN CTx VA P CT SP FC K
Antibiotiques téstés

Figure 29. La résistance des souches aux différents antibiotiques testés.

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

souches a 12 antibiotiques sélectionnés arbitrairement.

Les résultats indiquent que les souches montrent des réponses variables aux différents
antibiotiques testés. La résistance révéle que toutes les souches sont sensibles aux AN, CT
(excepté la souche G2), K (excepté G3, G4, G17 et G19). Par contre, elles se comportent
différemment vis-a-vis des autres antibiotiques testés. De fortes résistances de (100%) ont été
notées avec ’AMx, CTx, P et le CN, suivies par le E avec (94%), le C et le SP avec (88%),
le VA avec (82%) et enfin le CT et le FC avec (76%).

Par comparaison, nous avons remarqué que nos souches sont plus résistantes aux

antibiotiques que les souches de références sauf pour G5, G7 et G8.
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souches autochtones souche de référence

Photo 9. Exemple de résistance et de sensibilité de quelques souches aux différents

antibiotiques étudiés.

Les antibiotiques agissent globalement sur les enveloppes cellulaires (paroi, membrane
cytoplasmique) et sur la synthese des protéines et des acides nucléiques par des mécanismes
spécifiques (Karanja et Wood, 1988). Le mode d’action de ces molécules varie en fonction du

type de I’antibiotique (Graham, 1963).

Maatallah et al. (2002) ont eu des résultats qui ne sont pas toujours en adéquation avec
les autres, ce qui témoigne de la grande diversité des Sinorhizobiums par rapport a leur
milieu de provenance. Ils montrent que les souches sont résistantes au kanamycine alors que
les autres ne le sont pas. Aussi, les résultats de Batzli et al. (1992) présentent des souches

avec une grande tolérance au chloramphénicol et nos résultats montrent le contraire.

La Pénicilline est connue pour son empéchement a la formation de la paroi cellulaire
surtout chez les Gram- (Stanier et al., 1976). Malgré ¢a, nos souches se sont toutes montrées
résistantes a la pénicilline, rejoignant ainsi les conclusions de Young et Chao (1989) qui
énoncent que les rhizobiums a croissance rapide et ceux a croissance lente, sont extrémement

résistants a la pénicilline.
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Figure 30. Dendrogramme représentant les regroupements des souches étudiées en

fonction de leurs résistances aux antibiotiques testés.

Le dendrogramme montre que les souches étudiées sont classées en trois groupes
selon leurs réponses vis-a- vis des antibiotiques utilisés. Chaque groupe montre que les
souches qui lui appartiennent montrent des similitudes entre elles. Des différences tres
marquées sont observées entre les groupes. Le premier est composé de 6 souches ayant les
mémes réponses faces aux antibiotiques, le second cing souches et enfin le dernier avec six

souches.
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Tableau 23.Sélection les souches les plus efficientes par rapport aux parametres

étudiées.
Les parametres Les souches
Hauteurdela | G12 | G9 | G1 [ B@8 | G16 | G5
® P.A
o | & Longueurdela | B2 | G5 Gs | Bif | c12 | B |
=) = P.S
£ | £ [TPoidssecdela | B8 | ©I | BH§ | G16 | G5 | Gi2
S | 8 P.A
2|3 Poidssecdela | ©1 | G8 | B8 | G11 | G9 | G13
> P.A
' Nombre total G1 G5 Gl12 | G18 G7 G8
= % des nodules
E Nodules actifs G1 G5 G112 G18 G8 G17
o 4°C G4 | 2011 | 1021 | G3 | G17 | Bl |
3 28°C B8 | Gs [ Gi1 | BT | G4 | 1021
g 37°C 1021 | G8 | 2011 | G7 | G11 | BB |
) = 45°C Gll1 | G6 | G18 | G8 | G17 | BB |
f-)— OmM B | 61 | Gio | B8 | Gi6 | G3
2 40mM B8 | o5 | G13 | G4 | G12 | G16
= _ 80mM G12 G7 Gl1 Gl16 Gl4 G17
= Q 160mM Gl6 | G12 | G5 | G14 | G3 | Gi3
[ 2
o 320mM G6 | G16 | B8 | G14 | G5 | G3
S 640mM G6 | G16 | G7 | Gi1 | c10 | B |
£ 1280mM G5 | G12 | G16 | G13 | |Gl | Gll
8 PH=4 G3 | G4 [ Gci6 | B1 | g7 | BF |
g PH=5 B8 | ci1 [ Gi6 [ Gl2 [ G4 | &1
- < PH=6 Gl | B8 [ B8 | ci6 | G5 | Glo
= PH=6,3 B2 | Gs | G | B1 | G4 [ 1021
PH=8 G1 G13 | G16 G8 1021
PH=9 G5 G13 | G16 | G17 1021
Amx Toutes les souches sont résistantes.
VA Toutes les souches sont résistance sauf G2, G3
et G8.
K Toutes les souches sont sensibles sauf G3, G4,
» G17 et la souche 1021.
g P Toutes les souches sont résistantes.
D FA Toutes les souches sont résistance sauf G7, G8,
= G13 et G18.
E SP Toutes les souches sont résistances sauf G7 et
= 1021.
5 CTx Toutes les souches sont résistantes.
3 E Toutes les souches sont résistantes sauf G5.
3 C Toutes les souches sont résistantes sauf G5 et
L 1021.
CN Toutes les souches sont résistantes.
AN Toutes les souches sont sensibles.
CS Toutes les souches résistance sauf G8, G18,
1021 et 2011.
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Pour I’interprétation du tableau ci-dessus, nous nous sommes basés sur le nombre de
répétitions de chaque souche par rapport au paramétre étudié, c'est-a-dire que les souches
ayant le plus de présence sont considérées comme les plus efficientes car elles donnent

toujours les meilleurs résultats.

Les résultats du tableau montrent que les souches les plus efficientes sont
respectivement: G16 (24 présences), G2 (23 présences), G1 (22 présences) et G12 (20

présences).

Ces souches selectionnées comme étant efficaces, peuvent constituer de bonnes candidates

pour de futures campagnes d’inoculation de la luzerne dans les sols sahariens car :

e La souche G1 a conduit a une bonne croissance végétale et une nodulation importante.
Elle croit bien aux températures moyennes et moyennement aux températures élevées. Elle se
montre sensible aux élévations de salinité, mais performante aux salinités basses. Elle est
largement résistance aux variations pH. Le pourcentage de sa résistance aux antibiotiques est
égal a 66%.

e [asouche G2 semble avoir provoquée chez les plantes qu’elle a nodulé un développement
racinaire tres important, une masse seche élevée de la partie aérienne. Elle se montre tres
tolérante aux salinités mémes élevées (de OmM a 640mM), résistante a une large gamme de
pH allant de 4 a 9. Sa résistance aux antibiotiques est importante avec un taux de 66%. Par
rapport aux températures élevees, elle montre une croissance remarquable a 37°C.

e La souche G16 résiste a une large gamme d’NaCl de OmM jusqu’a 1280 mM. nous la
trouvés aussi au pH acide, neutre et alcalin. Le pourcentage de résistance de cette souche aux
antibiotiques est de 83%. Par apport a la température, elle montre une croissance moyenne.

e La souche G15 marque une tres forte tolérance a la salinité, peut se développer a un pH
légerement acide (pH= 6) et elle peut tolérer a des fortes températures mais avec une

croissance tres faible.
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Conclusion

Le développement de nouveaux systemes de production agricole qui renforcent
I’utilisation des ressources naturelles écologiquement non polluantes et qui permettent de
réduire I’usage d’engrais notamment riches en azote, a permis de concentrer I’attention sur le
role potentiel de la fixation biologique de 1’azote. En effet, la reconnaissance de 1I’importance
de la symbiose rhizobia —légumineuse a joué un rdle considérable dans 1’accroissement du
rendement des 1égumineuses cultivées, dans I’amélioration de la fertilité du sol et dans la

réhabilitation des sols appauvris.

Une bonne efficience des rhizobia est le premier critere a retenir pour les sélectionner

dans la perspective de préparer d’un inoculum efficace.

A travers les résultats obtenus, nous remarquons que la totalité des souches testées ont
formé des nodules actifs sur la racine de la luzerne. La moyenne de nodulation des plantes
inoculées est égale a 21,76 nodules. La souche la plus efficiente parmi celles de la collection

est la G1 avec une moyenne de nodulation de 45.66 nodules/plante.

Une corrélation positive est remarquée entre les différents parametres étudiés (la
longueur des racines, la hauteur de la partie aérienne, le poids sec racinaire et aérienne) et la
nodulation. A travers le test phénotypique, nous remarquons qu’il y a une grande diversité

entre les souches de la collection.

Face aux variations de salinité, les résultats obtenus a partir de différentes concentration
d’NaCl montrent que jusqu'a 640mM, la croissance des souches se fait mais a des degrés
moindres a chaque augmentation. A la concentration de 1280mM, aucune croissance n’est
observée pour la totalité des souches. , nous observons que nos isolats sont plus halotolérants

que les souches références (souche 1021 et souche 2011).

L’¢tude de I’effet des variations de températures sur la croissance des souches montre
qu’elles sont capables de croitre a une température allant de 28°C jusqu’a 45°C. Les
températures trop élevées (45°C) ralentissent fortement la croissance des souches. Seulement

quelques colonies sont visibles sur milieu gélosé.
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Dans I’intervalle de 28°C a 37°C, la croissance est optimale. Aucune souche n’a poussé

a 4°C ce qui signifie que ces souches ne tolérent pas les basses températures.

Il ressort du test de 1’effet du pH sur la croissance et le développement des souches que
la majorité est incapable de pousser a pH 4. Alors que, la totalité des souches sont capable de
croitre a pH 5 jusqu’a pH 9, avec un optimum de croissance de toutes les souches testées se

situant entre pH 6 et 6.8, ce qui indique que les souches testées de rhizobia sont neutrophiles.

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

souches a 12 antibiotiques sélectionnés arbitrairement.

Les résultats indiquent que les souches montrent des réponses variables aux différents
antibiotiques testés. La résistance révéle que toutes les souches sont sensibles aux AN, CT
(excepté la souche G2), K (excepté G3, G4, G17 et G19). Par contre, elles se comportent
difféeremment vis-a-vis des autres antibiotiques testés. De fortes résistances de (100%) ont été
notées avec ’AMx, CTx, P et le CN, suivies par le E avec (94%), le C et le SP avec (88%),
le VA avec (82) et enfin le CT et le FC avec (76%).

Notre étude nous a aussi permis de sélectionner les souches les plus performantes a
partir de différentes conditions. Quatre souches sont choisies, a savoir G1, G2, G16 et G15.

Elles présentent les meilleurs résultats par rapport aux autres souches de la collection.
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Annexe n°1

. Milieu de culture

Pour la culture de nos souches de rhizobia, nous avons utilisé le milieu YEM (Yeast

Extract Mannitol) (Vincent, 1970) qui est un milieu spécifique aux rhizobia. Dont la

composition est la suivante :

Composeées Quantité en g/l
KoHPO, 0.5
MgSO,, 7H,0 0.1
NaCl 0.05
Mannitol 10
Extrait de levure 1
Eau distillée 100

Le pH est ajusté a 6,8 en suite la solution est stérilisée par autoclavage a 120°c pendant

20min.

Pour la composition de milieu solide YMA (Yeast Mannitol Agar) :

Composees Quantité en g/l
K;HPO, 0.5
MgSQO,, 7H,0 0.1
NaCl 0.05
Mannitol 10
Extrait de levure 1
Eau distillée 100
Agar —agar 15

Le pH est ajusté a 6,8 en suite la solution est stérilisé par autoclavage a 120°c pendant 20min.
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Annexe n°® 2

I1. Milieu Fahraeus : solution nutritive sans azote (Vincent, 1970).
Composition de la solution nutritive en g/l :

Macro éléments g/l :

CaCl2 0.10
MgS047H20 0.12
KH2PO4 0.10

Na2HPO42H20 0.15
Citrate de fer 0.005
Micro éléments Iml
Micro éléments g/l :
H3BO3 2.86
MnS044H20 2.03
ZnSO45H20 0.22
CuS0O45H20 0.08
Na2Mo0O42H20 0.14

Le pH de solution nutritive doit étre ajusté a 6,8 ; autoclavage a 120°C pendant 20 minutes.
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Figure. Assemblage de Jarre de Léonard (Vincent, 1970)

La classification du genre Sinorhizobium (George et al.,2005)
Régne Bacteria

Embranchement Proteobacteria

Classe Alpha Proteobacteria

Ordre Rhizobiales

Famille Rhizobiaceae


https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A8gne_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eubacteria
https://fr.wikipedia.org/wiki/Embranchement_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Proteobacteria
https://fr.wikipedia.org/wiki/Classe_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Alpha_Proteobacteria
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ordre_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Rhizobiales
https://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Rhizobiaceae

Annexes

T=4°C T=28°C T=37°C T=45°C

Figure. La croissance des souches sur milieux solide a différentes températures étudiées.

Figure. La croissance des souches sur milieux solide a différentes pH testés.
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Photo : Pesée des plantes Photo : Séchage des plantes a
séchees I’étuve a 70°C

Photo : spectrophotométre utilisée (La marque
« « SECOMAM » ,2012).

Photo : Les tubes des disques Photo : L’antibiogramme
d’antibiotique
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Photo : Coulage des boites Photo : Les milieux de culture
liquide

Photo : Désinfection les grains de Photo : Solutions nutritive méres
la luzerne (Medicago sativa L.)
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Tableau. Les codes des souches.

Les souches Les codes
Gl GIM21°
G2 GIM22°
G3 G2M11
G4 G2M12
G5 G122
G6 G124
G7 G211
G8 G312
G9 G315
G10 G321
G11 G421
G12 G422°
G13 G424°
G14 G431
G15 G431°
G16 G511
G17 G514’
G18 G522’

1021 1021
2011 2011
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Tableau. Résistance intrinséque aux antibiotiques.

FC

SP

CT

P

VA

CTx

CN

AN

AMX

1
1

Gl

G2

G3

G4

G5

G7

G8

G9

G10

Gl1

G13

Gl4

G16

G17

G18

1021

2011

0 : sensible

1 : Résistance



Sélection des souches rhizobiennes efficientes, autochtones de la région de Ghardaia, nodulant la
luzerne (Medicago sativa L.)

Résumé

Dans cette étude, un total de dix-huit souches bactériennes ont été isolées a partir des nodules de Medicago
sativa L. Cultivée dans la région de Ghardaia.

Notre travail est basé sur deux objectifs principaux qui s’inscrivant dans le cadre i) de la sélection des
souches Sinorhizobiennes efficientes nodulant la luzerne (Medicago sativa L.) et ii) la réalisation d’une
caractérisation phénotypique de celles-ci face aux facteurs prédominant dans la région d’étude (effet de facteurs
extrinséques tels que le pH, la salinité et la température et la résistance intrinséque aux antibiotiques). La
combinaison des résultats de caractérisation phénotypique et ceux du test d’inoculation nous ont permis d’une
part de montrer qu’il y a une corrélation significative entre la nodulation et les différents parametres
phénotypiques, d’autre part de sélectionner les souches les plus efficientes vis-a-vis des parametres étudiés. Les
souches en question sont : G16, G2, G15 et G1. Elles peuvent étre utilisées dans la production d’un inoculum
bien adapté aux conditions de la région et susceptible d’accroitre le développement des plantes.

Mots clés: Inoculation, symbioses fixatrices d’azotes, caractérisation phénotypique, Medicago sativa,
Sinorhizobium meliloti, le Sahara

Selection of efficient rhizobial strains, native of the region of Ghardaia, nodulating alfalfa
(Medicago sativa L.)

Summary
In this study, a total of eighteen bacterial strains were isolated from nodules of Medicago sativa L.

Cultivated in the Ghardaia region.

Our work is based on two main objectives which form part i) the selection of efficient strains
Sinorhizobiennes nodulating alfalfa (Medicago sativa L.), and ii) conducting a phenotypic
characterization of these factors deal with predominant in the study area (effect of extrinsic factors
such as pH, salinity and temperature and the intrinsic resistance to antibiotics). Combining the results
of phenotypic characterization and those of inoculation test allowed one hand to show us that there is
a significant correlation between nodulation and different phenological parameters, and also to select
the strains more efficient vis-a-vis certain values of the parameters studied. The strains in question
are: G16, G2, G15 and G1. They can be used in the production of inoculum well adapted to the
conditions of the region and likely to increase plant development.

Keywords: inoculation, nitrogen-fixing symbioses, phenotypic characterization, Medicago sativa,
Sinorhizobium meliloti, the Sahara.
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