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Résumé :

Le bassin méditerranéen est le berceau de diversification d’un grand nombre d’espéces
végétales d’intérét fourrager et ou/pastoral.Les genres vicia sativa, Medicago, Lathyrus,
Lablab purpureus ,Hedysarum pallidum et Loitier corniculé , sont également représenté au
niveau du bassin méditerranéen, plusieurs espéces d’intérét fourrager poussent dans différents
milieux .

Des bactéries isolées a partir des nodules de quelque Iégumineuses fourrageres spontanées
sont caractérisés par des études phénotypiques et moléculaires (morphologiques ,tests
physiologiques ,culturaux et biochimiques génétiques) qui donnent une description
comparable a celle des Rhizobia.

Des recherches ont prouvé que 1’utilisation des rhizobacteries comme inoculant constitue
une alternative biologique soutenable pour la production végétale. Elles sont trés intéressantes
pour [I’application ,en agriculture ,comme Biofertilisants , biopesticides et en
phytoremédiation.

L’étude consiste a faire une recherche bibliographique sur les bactéries qui vivent en
association symbiotique avec les légumineuses fourragéres spontanées, montrer leur
importance, leur diversité pour étre utiliser par la suite dans un autre travail (de mémoire)
dans la lutte contre les stress salin chez les espéces maraicheéres.

Mot clés :Caractérisation, Rhizobia, Légumineuses.



Abstract :

The mediterranean basin is the cradle of diversification of a large number of plant species of
fodder and /or pastoral interest.the genus genres vicia sativa, Medicago, Lathyrus, Lablab
purpureus ,Hedysarum pallidum and Loitier corniculé ,are also represented in the
mediterranean basin,several species of forage interest grow in different environments.

Bacteria isolated from the nodules of some spontaneous forage legumes are characterized by
a phenotypic and molecular study (morphological, physiological,cultural and biochemical
genetics tests )which gives a descriaption comparable to that of rhizobia.

Research has proven that the use of rhizobacteria as an inculant constitutes a sustainable
biological alternative for plant production,they are very interesting for application ,in
agriculture.As a biofertilizer and biopesticides and in phytoremediation.

The study consists in carrying out a biographical research on the bacteria which live in
symbiotic association with spontaneous forage legumes,to show their importance ,their
diversity to be used later in another work(of memory ) in the fight against saline stress in
market garden species.

Keywords :characterization , rhizobia ,legumes.
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Introduction :

L’Algérie est caractérisée par une grande diversité de climats et de milieux.les variation de la
température, de ’altitude de la pluviosité (quantité et répartition),des types de sols (texture
,salinité.....)ont permis une grande diversité d’especes fourrageres .

Le sol est un environnement complexe caractérisé par une grand diversit¢ d’organisme
(notamment les microorganisme), de composés chimiques, et par une structure physique
complexe (Kerbab Souhila.,2010) .

La famille des légumineuses (Fabaceae) est la troisieme grand famille des angiospermes,
sont des plantes herbacées, des arbustes ,des lianes ou des arbres a racines présentent souvent
des nodosités traduisant une symbiose avec les bactéries fixatrices d’azote (Torche ,2006).
Elles jouent un role dans I’agriculture ,I’économie et dans les balances alimentaire de
nombreuses population humaines. Certaines especes des légumineuses contient des composés
secondaires (les tanins) qui, selon leur nature et leur concentration ,peuvent apporter des
services zootechniques intéressant , les tanins présentent des propriétés antiparasitaires
intéressantes (patrice pierre,et al.,2016).

La rhizosphére est une zone d’intense activité microbiologique en raison des exsudats
racinaires des plantes ,ces activités bénéfiques peuvent étre directes par le biais des relation
symbiose avec les plantes, ou indirectes via 1’action des microorganismes vivant librement
dans la rhizosphére qui modifient les taux d’approvisionnement en €léments nutritifs et la
répartition des ressources (N.Belaid, M.cherifi, L.tebani.,2013) .

Les microorganismes du sol peuvent étre bénéfique en affectant positivement la qualité du
sol et la croissance des plantes ,la diversité des communautés bactériennes rhizosphérique est
influencé a la fois par le sol, sa composition ,ses caracteres physicochimiques ,ainsi que par
les exsudats racinaires produits par les plantes .parmi cette grande diversité bactérienne, un
groupe de bactéries communément appelé PGPR, de I’anglais «Plant Growth Promoting
Rhizobacteria» est capable de coloniser la rhizosphere des plantes et d’apporter un effet
positif & leur croissance (Kang et el.,2012).

La symbiose légumineuse-rhizobia elle présente un intérét agronomique considérable,
permet [’enrichissement naturel du sol en azote et la réduction des apportes d’engrais .
L’azote fixé par la symbiose est restitu¢ au sol aprés la décomposition de la matiere
végétale(racines, nodules, parties aériennes) ,ou via les déjections de animaux ayant
paturé(Selami,2017)

Ces associations symbiotiques sont responsables chaque année de la réduction de 120
millions de tonnes d’azote atmosphérique en ammonium. Plusieurs symbioses fixatrices
d’azote existent et sont classés en fonction des types de bactéries diazotrophes qu’elles
impliquent :les Cyanobactéries ,Frankia et RHizobia (Selami Nawal,2017).
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Les recherches sur la diversité des rhizobia peuvent non seulement améliorer la productivité
des récoltes et augmenter la fertilité du sol, mais elles sont également importantes pour la
consommation de I'énergie et pour la protection de I'environnement (Weiwei et al., 2002).
Dans la derniere décennie, les légumineuses spontanées et leurs symbiontes ont attiré
I'attention des écologistes en raison de leur tolérance aux conditions environnementales
extrémes, telles que la salinité, la sécheresse et les températures élevées (Zahran,et al,2010 ).
Cette caractéristique est trés importante pour le Bassin Méditerranéen dont les légumineuses
fourragéres occupent une place économique et sociale importante.

L’introduction de Iégumineuses dans la rotation de cultures dans un systéme agricole réduit
le risque d’érosion du sol en améliorant sa structure (stabilité de 1’agrégat du sol, 1’aération du
sol et la capacité de rétention d’eau du sol)en plus de soutenir la biodiversité du sol (comme
I’activité microbienne de stimulation des racines).en outre ,les légumineuses contribuent a
réduire les parasites et les maladies (FAO ,2017).

Les objectifs de cette recherche bibliographique sont donc :

montrer I’importance des rhizobacteries isolées des nodosités de légumineuses spontanées ,et
leurs roles dans I’écosystéme édaphique.



SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQUE



1:Diversité microbienne du sol :

Le sol héberge une grand diversité de communauté microbiennes qui interagissent entre
elles et qui ,dans la rhizospheére ,interagissent aussi avec les racines des plantes .Les activité
de certaines population microbienne peuvent étre bénéfique a la croissance des plantes. Ces
microorganismes utiles peuvent constituer des association symbiotique comme c’est le cas
entre les legumineuses et des bactéries fixatrice d’azote .D’autres microorganismes dits
«libres» possedent aussi la capacité de favoriser la croissance des plantes, en solubilisant des
nutriments non ou peu disponibles dans le sol ,mais aussi en libérant dans la rhizosphere des
substances de croissance de type hormonal (Alabouvette et Cordier.,2018).

La figure 01 :Les organismes de sol.une sélection d’organismes du sol (Bardgett et van der
Putten ,2014).

De tous les organisme vivants du sol ,c’est dans le monde de I’invisible ,de «I’infiniment
petit» que 1’on trouve la diversité biologique la plus important de notre planéte .Cette richesse
microbienne extraordinaire se traduit par une implication forte dans les fonctions et les
services écosystématiques assurés par le sol. Ainsi ,les communautés microbiennes
contribuent par leur réle dans les cycles biogéochimiques d’éléments majeurs tels que la
carbone ,I’azote le phosphore ,le soufre .....déterminant pour la fertilité du sol. Ils ont
également un impact sur la santé et la croissance des plantes ,contribuent ainsi au service
d’approvisionnement majeur qu’est la production agricole (Antonio et al.,2018).

Dans les sols , il existe une diversité d’espéce de bactéries extrémement forte de 1’ordre d’1
million d’espéces par gramme de sol. Elles peuvent étre classees de plusieurs manieres : sur la
base de leurs caractéristiques (morphologie, métabolisme, ressources nutritives...) sur la base
de leur génome ou par grandes catégories de fonctions.

4



Les bactéries du sol sont considérées comme les ingénieurs chimiques du sol .Les
communautés microbiennes, et notamment bactériennes jouent un réle dans la maintien de
1’état structural du sol (Virginie RIOU ,2018)

La diversité microbienne, ce n’est pas seulement la diversit¢é en termes de nombre
d’especes qui existent ,c’est aussi la diversité des propriétés des souches ,a I’intérieure d’un
espéce ,c’est a dire la diversité infra-spécifique,(Jacques Balandreau.,2000).

1.1:La rhizosphere :

Le mot «rhizosphére» a été introduit en 1904 par Lorenz Hiltner ,«Rhizo» vient du grec
«rhiza» signifiant «racine», «sphére» est le champ d’action ou d’influence (environnement
naturel).La rhizosphére est la région du sol directement influencée par les racines et les
micro-organismes associés. C’est un lieu d’échanges entre la végétal et le substrat
minéral,(Mohamed ,2019).

La rhizosphére est une zone riche en nutriments en raison de I’accumulation d’une variété
des exsudats végétaux, tel que les acides aminés, les acides organiques, les hydrates de
carbone ,les sucres ,les vitamines ,le mucilage et les protéines (Ahmed et Kibret,2013 ;
Lines-Killy,2005).Les genres de bactéries les plus communs qui ont été signalés dans la
rhizosphére sont : Pseudomonas,Bacillus, Arthrobacter,Rhizobia
,Agrobacterium,Alcaligenes,  Azotobacter,Mycobacterium,Flavobacter,Cellulomonas et
Micrococcus (Prashar et al,2013).

Le terme rhizosphere désigne la mince couche du sol qui entoure les racines absorbantes et
dont la composition est profondément modifiée par ’activité et le métabolisme de la racine
.Elle différe de la masse du sol par son PH ,son potentiel d’oxydoréduction ,par I’abondance
et la composition de la matiére organique et enfin par se forte activité biologique qui se traduit
par une teneur élevé en CO, .Ainsi ,malgré le petit volume qu’ occupe la rhizosphere dans le
sol, elle joue un rdle central dans le maintien du systeme sol-plante (Mouas .,2012)

Selon Hinsinger et al,(2009),elle représente probablement I’habitat le plus dynamique su la
terre ,et certainement la zone la plus important en termes de définition de la qualité et de la

qualité des ressource alimentaires terrestre de I’homme.

Les interactions bénéfiques entre les plantes et les microorganismes dans la rhizosphere
sont déterminantes pour la santé des plantes et la fertilité des sols(Gholami et al.2012).

Le volume de la rhizosphére est variable selon le développement racinaire :il représente
entre 0.1 et 1 % du sol global des écosystéemes forestiers et prés de 100%des premiers
centimétres des sols prairiaux (Mouas .,2012).



Figure 02 :Représentant la rhizosphére

Filearchide.cnews.ru/img/reviews/2010/11/14/mushroom_f3cel.pg

1.1.1.Facteurs déterminant la richesse et I’activité de la rhizosphére :
D’une fagon générale ,I’activité microbienne dans la rhizosphére est réagie :

Par I’action des facteurs de I’environnement climatique ,notamment :1’humidité de 1’air
,température ,radiation solaire, teneur en CO,.

Par des facteurs de 1I’environnement édaphique, notamment :teneur du sol en eau et en
oxygene, température du sol, teneur du sol en éléments assimilables par les plantes , présence
de composés phytotoxiques.

Par des échange de «molécules signal entre les racines des plantes et les microorganismes qui
leur sont associés» (champignon ,bactéries, cyanobactéries....) mais quand il a par exemple
une symbiose associative entre les PGPR et une plante, le role et I’'importance de ces
molécules est encore mal connu .les signaux rhizosphérique influent sur 1’expression génique
«épigénétique ».lIs sont souvent «phytobénéfique » en améliorant la croissance et le
fonctionnement du systéme racinaire (J.M.Gobat,et al. ,2003).

1.1.2.Les facteurs favorisant la flore de la rhizospheére :
L’aération :la plupart des micro-organismes utiles ont besoin d’air , donc ils sont aérobies

L’humidité :(méme niveau pour les racines que pour les micro-organismes) elles doit étre en
moyenne de 18 a 20%.



= Latempérature :
- Activité nulle a 0°C
- moyenne a 10-15°C
- optimale a 30°C

= Le PH (optimum de 6 & 7.5) :voisin de la neutralité.si trop acide :destruction de la
flore

= La présence de calcium échangeable (pour neutraliser les acides organique formés
lors de I’activité microbienne)

= La qualité de matiéres organique :un apporte stimule la flore du sol mais une
quantité élevée peut étre un signe de mauvaise décomposition.

= Laprésence de la faune.

= Enfin ,le mode d’exploitation peut plus ou moins favoriser I’activité de la flore et
de la faune du sol (Maalem A,Sansri D .,2014).

1.2:Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) :

Le terme PGPR provenant de I’anglais «Plant Growth promoting Rhizobacteria»
(ABNATURA ,2013). Ce sont des bactéries du sol colonisant la rhizosphére et le
rhizoplante .Entre 2 et 5% des rhizobactéries d’un sol exercent un effet de promotion de
croissance ou de développement de la plante, via la production et la sécrétion de multiples
composes chimiques aux alentours de la rhizosphére .Les rhizobactéries ayant un effet
bénéfique pour les plantes pourraient donc permettre de diminuer la dépendance aux engrais
chimiques de synthése de 1’agriculture conventionnelle (Basile Giroud et al.,2018)

Les bactéries ,sont capables de coloniser efficacement les systémes racinaires et influencées
de maniére bénéfique la plante par stimulation de leur croissance et leur protection contre les
agents phytopathogenes (Ahmed et al.,2008).

Parmi les interaction bénéfiques aux plantes ,on peut citer les symbioses fixatrice d’azote
Jles associations avec les bactéries promotrice de croissance (PGPR)ou de santé, ou
I’interaction avec les champignons mycorhizogénes (Elaine,2015).

1.3 :Diversité taxonomique des PGPR :

Selon les derni¢res années ,le nombre de PGPR identifiées a augmenté d’une fagon
significative ,principalement puisque le réle de la rhizosphere comme écosystémes a gagné de
I’importance dans le fonctionnement de la biosphére et que les mécanismes d’action des
PGPR ont eté suffisamment étudiés.



Ces microorganismes cultivables ,présentant une diversité de genres et d’espéces,
appartiennent majoritairement aux quatre phyla suivants : Proteobacteries , Firmicutes |,
Actinobacteries et Bacteroidetes (Hugenholtz, 2002).

1.3.1. Alphaproteobacteria :

Les PGPR appartenant a cette classe sont les Rhizobia d’abord classés par leur capacité a
fixer I’azote et a noduler les plantes. Le genre Rhizobium contient également des souche
PGPR qui plus tard ont été considérées comme de nouveaux genres: Bradyrhizobium
,Sinorhizobium et Mesorhizobium(Sawada et al.,2003).Le genre Gluconacetobacter de la
famille des Acetobacteraceae composé de bactéries endophytes obligatoires colonise les
racines ,la tige et la feuilles de la canne a sucre(Tejera et al.,2003).

1.3.2.Betaproteobacteria :

Dans la famille Burkholderiaceae, le genre Burkholderia forme un groupe monophylétique
qui contient diverses especes ayant des propriétés physiques et écologiques variées. Quelques
souches ont la capacité de fixer de fagon symbiotique 1’azote.

1.3.3.Actinobacteria :

Le genre Frankia est fixateur symbiotique d’azote .Cette capacité est une caractéristique du
genre. Ces bactéries sont associées a des plantes actinorhiziennes pionnier de la colonisation
des sols pauvres ou perturbes.

D’autre Actinobavteria sont également des promoteur de croissance des plantes mais ne
participent pas a la symbiose .lls appartiennent aux genres Arthrobacter,Microccus(Gray et
Smith,2005)Curtobacterium(Barriuso et al,2005).

1.3.4.Gammaproteobacteria :

Dans la famille des Pseudomonadaceae, le genre Azotobacter est composé de bactéries qui
favorisent la croissance des plantes principalement a cause de sa capacité de fixer ’azote et
ne pas noduler les plantes (Sturz et Christie, 2003).Les Pseudomonas est le genre le plus
abondant dans la rhizosphere parmi les bactéries & Gram —négatif du sol, et I’activit¢ PGPR
de certaines de ces souches est connue depuis de nombreuses années, résultant d’une large
connaissance des mécanismes impliqués .Par contre ,les genre inclus dans la famille des
Enterobacteriaceae assurant la fonction de PGPR sont Citrobacter ,Enterobacter
,Erwinia ,Klebsiella,Kluyvera ,Pantoea et Serratia(Garrity,2005)



1.4 :Les mécanismes d’action des PGPR :

Les PGPR interviennent sur la croissance des plantes selon plusieurs mécanismes ,de
maniére direct ou indirect .

Les mécanismes directe sont ceux agissant a 1’intérieur des plantes et affectent directement
leur nutrition, leur métabolisme et leur développement, tandis que les mécanismes indirects,
en géneral, sont ceux qui se produisent en dehors des plantes.

Sur la base de leur activités (Somers et al.,2004) sont classés les PGPR comme biofertilisant
(augmentant la disponibilité des élements nutritifs aux plantes), phytostimulateurs (améliorant
la croissance des plantes , habituellement par la production de phytohormones), (lutte contre
les maladies, principalement par la production de métabolites antibiotiques et antifongiques).

Les bactéries de la rhizosphere sont les PGPR qui peuvent améliorer la croissance des
plantes par une grande variété de mécanismes :

1.4.1.1e mécanisme direct :
1.4.1.1.La fixation d’azote :

Le sol contient de nombreuses especes de bactéries pouvant transformer 1’azote
atmosphérique en ammoniac .Plusieurs de ces microorganismes vivent a la surface des racines
des plantes ou méme dans les tissus de végétaux. I’ammoniac est rapidement transformé en
nitrates par les bactéries du sol (Kim et Rees,1994).

La fixation biologique de 1’azote par les bactéries du sol est considérée 1’un des principaux
mécanismes par lequel les plantes bénéficient de 1’association microbienne .L’azote est un
aliment essentiel bien connu pour la croissance et le développement des plantes. L utilisation
de bio-engrais tels que les bactéries fixatrices d’azote peut accroitre la productivité et
constitue une alternative qui contribue a réduire la pollution due aux application d’engrais
chimiques ,a préserver I’environnement et a baisser le cout de la production (Munees et
Mulugeta,2014).

Ainsi, Figueiredo et al.(2008)ont rapporté que ,au cours des deux derniéres décennies,
I’utilisation de PGPR pour le développement durable de 1’environnement et de 1’agriculture a
considérablement augmenté dans plusieurs régions du monde .

1.4.1.2.Solubilisation du phosphate :

Le phosphore (P) est un élément largement distribué dans la nature.il est considéré , avec
I’azote (N) et le potassium (K) ,comme un constituant fondamentale de la vie des plantes et
des animaux. Le phosphore a un role important dans le métabolisme de la plante ,et il est I’un
des éléments nutritifs essentiels pour la croissance et le développement des végétaux .
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Cependant ,le phosphore existe sous forme inaccessible pour la plante, il reste donc de le
mobilisé dans le sol (Qureshi et al.,2012).Le phosphore est absorbé principalement pendant
la croissance vegétale et par la suite ,la majeure partie du phosphore absorbé est transfeérée
dans les fruits et les graines pendant les étapes de reproduction .Toutefois ,les plantes
déficientes en phosphore montrant un retard de croissance (réduction de la croissance des
cellules et des feuilles, perturbation de la respiration et de la photosynthése) (FAO,2004).

1.4.1.3.Solubilisation du potassium :

Les concentration de potassium soluble dans le sol ont généralement trés faible et plus de
90%de potassium dans le sol existe sous forme de roches insolubles et de minéraux de silicate
(Parmar et Sindhu.,2013) .En raison de I’application déséquilibrée des engrais ,la carence en
potassium devient I’'un des principales contraintes dans la production végétales. sans
potassium adéquat, les plantes ont des racines mal développées, poussent lentement,
produisent de petites graines et ont des rendement plus faibles (Kumar et Dubey ,2012).

1.4.1.4.La production des sidérophores :

Les sidérophores sont des composés organiques ont une affinité trés élevée et spécifique
pour chélater le fer .Les sidérophores augment aussi la disponibilité du fer par la
complexassions du fer sur la surface de cellules .presque 500 structure de sidérophore sont
connues jusqu’ici, qui sont produites par des bactéries, des mycétes et des plantes (Boukhalfa
et Crumbliss.,2002)

1.4.1.5.La production des phytohormones :

Il existe deux source de phytohormones naturellement disponibles pour les plantes
production endogene par les tissus de la plante et exogene par des micro-organismes
associés.Les PGPR produisent différentes phytohormones comme :I’AIA (acide indole
acétique :auxines),l’acide gibbérellique et les cytokinines. Ce sont des petites molécules
signal produites en tres faible influencant les processus biochimiques, physiologiques et
morphologique dans les plantes,(Han et al.,2010)

1.4.2.Les mécanismes indirects :

Le principal avantage de I’utilisation des PGPR est la résistance conférée aux plantes
contre les maladies causées par les agents pathogenes.Les rhizobactéries jouent un réle
majeur dans la lutte contre ces agent ou un large spectre des maladies bactériennes ,fongiques
et parasitaires est supprimé via la production d’antibiotiques ,compétition
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(pour les éléments nutritifs, I’oxygeéne et 1’espace)l’activation de la résistance systématique
induite(ISR) et la production des enzymes (chitinase, protéase, lipase) ,cette production est
nommée biocontrole.De plus, les PGPR peuvent étre utilisées comme un bio fertilisant dans
I’amélioration du rendement des cultures par la production d’enzymes telles que(cellulases,
amylases ,etc.) (Lugtenberg et al.,2014).

1.4.2.1.La compétition pour I’espace et les nutriments :

C’est un mécanisme biologique utilise par les PGPR pour éliminer les phytopathogenes.
cette compétition entre deux ou plusieurs microorganismes concerne soit les éléments
nutritifs, 1’espace ou les autres facteurs environnementaux qui deviennent limitatifs pour leur
croissance (Dommergues. 2017) .

Dans certains cas ,une réduction da la maladie peut étre associée a une colonisation
important des racines par les bactéries bénéfiques ce qui réduit le nombre de sites habitables
pour les micro-organismes pathogenes et, par conséquent ,leur croissance (Piano et al.,1997).

L’idée qu’une rhizobactérie a croissance rapide pourrait éliminer les pathogénes fongiques
par la compétition pour la carbone et les source d’énergie fut beaucoup discutée. Le PGPR
doit étre présent sur les racines en nombre suffisant pour avoir un effet bénéfique et capable
d’instaurer une compétition pour les nutriment dans la rhizosphére (Haas et Defago,2005)

La compétition pour les nutriments et les différentes sources nécessaires pour la vie se
produit généralement entre les microorganismes du sol.Ces PGPR fixateur du fer et du
phosphore, inhiberont la croissance des pathogénes d’une parte , et favorisant celle des plantes
,d’une autre part(PAL et al.,2006).

1.4.2.2.1’antibiose :

La production et la libération des molécules qui tuent ou réduisent la croissance des
pathogenes cibles est le mécanisme le plus efficace par lequel les microorganismes peuvent
contréler les maladies des plantes (Harman et Shorresh., 2007). Il consiste a produire des
antibiotiques efficaces contre I’agent par antagoniste.Ces molécules bioactives sont des
métabolites secondaire a faibles poids moléculaire tels que les antibiotigue comme
I’amphicine , le 2,4-diacétylphlorglucinol (DAPG) , cyanure d’hydrogéne(HCN) et la
phénazine qui agissent comme des facteurs contre 1’attaque des pathogénes (Corbaz ,.2017)
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1.4.2.3.Le parasitisme :

Ce mécanisme consiste en une interaction direct entre microorganismes ou les tissus vivants
de 'un constituent une base nutritive pour 1’autre (Helluy et Holmes.,2005). Il implique
I’invasion des cellules de I’agent pathogéne par le microorganisme antagoniste .L’agent
antagoniste utilisera des enzymes lytiques telles que les glucanases, les chitinases et les
lysozymes pour dégrader les parois de 1’agent pathogeéne (Corbaz,1990).

1.4.2.4.Résistance systémique induite ISR (Induced Systemic Resistance) :

L’expression de mécanismes de défense systémique chez les plantes peut étre initiée suit a
I’interaction avec certaines rhizobactéries non pathogénes lors d’un phénomeéne appelé ISR
,ce mécanisme rend la plante plus résistant contre d’éventuelle attaque des agents pathogénes
(virus, bactéries et champignon).De nombreux composants bactériens tel que les
lipopolysaccharides (LPS), sidérophores, lipopeptides cycliques, peuvent induire une
résistance systémique des plantes(Gupta et al.,2015 ;Shameer et Prasad.,2017).

1.5. Effets des PGPR sur la croissance végétale :

La réponse des culture végétales a 1’inoculation par des PGPR est ¢étudiée dans de
nombreuses expériences menées a travers le monde dans les champs et sous serres.les
traitements avec les PGPR augmentent le pourcentage de germination ,la vigueur des
plantules ,I’émergence ,le développement des racines et des tiges ,la biomasse totale des
plantes ,le poids des semences ,la floraison précoce et les rendement de fruit et des graines
(Van Loon et al.,1998 ;Ramamoorthy et al.,2001).

Les PGPR jouent un role dans la lutte biologique ,elles peuvent supprimer un large spectre
de maladies bactériennes ,fongique et parasitaires, comme elles peuvent aussi procurer une
protection contre les maladies virale .De nombreux travaux présentent la diversité des agents
microbiens impliqués dans la lutte biologique ,I’antibiose est probablement le mécanisme le
plus connu et peut étre le plus importent utilisé par les PGPR pour limiter 1’invasion de
pathogenes dans les tissus de la plante —héte (A.Boulanger.,2009).

1.5.1. Germination et émergence :

Les PGPR sont en mesure d’exercer un effet bénéfique sur la croissance des plantes telles
que I’augmentation du taux de germination des graines .De nombreux travaux ont prouvé que
’utilisation des PGPR telles que Azospirillum spp (Rodriguer et al.,2008).Hafnia alvei
P3(Vargas et al.,2001),Pseudomonas PMZ2 ou avec B.Japonicum ,Azotobacter chroococcum
C2(Basavaraju et al.,2002)et Azotobacter sp.17et 20 (Reyes et a ;.,2008) ont donné une
meilleure germination des graines de tomate ,de poivre, de laitue ,du radis ;du mais et des
plants de soja.
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Bien que les études mentionnées sur I’effet des souches bactériennes sur la germination des
différentes especes végétales aient été menées dans des conditions optimales ,Kaymak et al
(2009) ont suggéré que Agrobacterium rubi A16,Burkholderia gladii BA7 ,putida BAS8,
B.subtilis BA142,B.megaterium M3 appliquées sous stress salin pourrait procurer un
pourcentage de germination plus élevé .De plus ,les PGPR peuvent étre employées contre des
agents pathogenes .Ainsi ,différents souches telles que B.pumilus ,B,subtilis ,B, amylolique
faciens et Brevibacillus brevis ont servi a traiter des semence afin de supprimer les maladies
causées par des champignons phytopathogénes .Ces souches augmentant la germination et la
vigueur des plantules a des taux trés élevés ont réduit 1’incidence de la mycoflore des
semences (Begum et al., 2003) .Selon Araujo(2008),I’inoculation des semences avec
B.subtilis est une technologie prometteuse pour le traitement pour le traitement des semences.

Les travaux de Lekhal R et Aziez S.E, 2016 vise a mettre en évidence la capacité d’une
rhizobacterie Bradyrhizobium sp (lotus) isolée a partir des nodosites de Lotus
ornithopodioides Elle a été identifiée et caractérisée par les travaux de Degaichia H.,2010,
2012, 2015 .Elle a le capacité de promouvoir le contournement du stress thermique chez
I’orge Hordeum vulgare L inoculé par cette bacterie au stade germination et plantule. Leurs
résultats suggerent que Bradyrhizobium sp. (Lotus) pourrait contribuer a la tolérance de 1’orge
en mobilisant les réserves amylolytiques des graines , 1’eau et améliorer certains parametres
de germination pour surmonter les contraintes thermiques.

Les travaux de Moula .E 2015 montrent que en comparant les résultats des deux lots de
plantes de Haricot (inoculées et non inoculées), on note une augmentation de la croissance
relative chez les plantes du lot inoculées par Bradyrhizobium sp. (Lotus). Ces travaux révelent
ainsi une augmentation du taux de chlorophylle totale, en sucres solubles totaux et en proline
et cela en dépit des concentrations en sel.

Degaichia,H,2015 constatent que I’inoculation de Bradyrhizobium sp. (Lotus) entraine une
augmentation des valeurs du taux cumulé de germination dans le milieu aux différentes
concentrations en cuivre. Les résultats suggérent que Bradyrhizobium sp. (Lotus) pourrait agir
par détoxication ou chélation de ces métaux lourds afin de le rendre moins disponible et ainsi
contribuer a la tolérance du lotier envers cet elément-trace métallique au stade germinatif.
Cette bactérie protegent le Lotus (Iégumineuse spontanée a intérét fourrager) contre certains
champignons phytopathogenes comme le Fusarium oxysporum en synthétisant des molécules
antifongiques.

D’autres travaux ont montré que les apports exogénes d’osmoregulaeturs comme la proline
et de glycine bétaine ou l'inoculation de bactéries rhizosphériqgues comme Azotobacter
choroocum sont une approche possible pour surmonter les effets déléteres de I'environnement
sur la croissance de I’orge Hordeum vulgare L en condition saline( Silini A;2012).
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1.5.2.Rendement et composantes du rendement :

L’augmentation et la qualité de la productivité agricole sont indispensable .Les application
des PGPR sont les pratique les plus faible offrant de meilleurs rendements des culture
agricoles .Les souches pseudomonas BA-8 et Bacillus OSU-142appliquées sur les feuilles et
les fleurs des pommiers ont considérablement amélioré le rendement de la superficie de la
section transversale du tronc (del3.3 al118.5%), le poids des fruits (4.2 a7.5%),la longueur
des tiges (de 20.8a230.1%) ,et le diamétre des tiges (9.0a219.8%)par rapport au témoin (pirlak
et al.,2007).

Ainsi ,les combinaisons Bacillus M3 et /ou OSU-142 et /ou Microbacterium FSO1 ont le
potentiel d’accroitre le rendement et la croissance des pommier .En outre ,pseudomonas BA-
8,Bacillus OSU-142 et M3 ont également donné un effet bénéfique sur la longueur,le
rendement des culture et la qualité des fruits d’abricot, de cerise et de framboise (Esitken et
al.,20050hran et al.,2006).

Le poids moyen des fruits moyen des fruits de tomate par plante traitée avec
Rhodopseudomonas sp KL9(82.7g)est supérieur par rapport au témoin non inoculé .La teneur
en lycopeéne dans la tomate mure a augmenté de 48.3% avec I’application de
Rhodopseudomonas sp KL9(Lee et al.,2008).Les especes efficaces de bacillus ,comme OSU-
142,RCO7 et M-13, Paenibacillus polymyxa RCO05 ,P.Putida RC06 et RC04 et Rhodobacter
capsulatus peuvent étre utilisées dans 1’agriculture biologique et durable.Plusieurs études ont
clairement démontré le potentiel de ces bactéries dans la croissance et le rendement des
plantes (De freitas,2000 ;Herman et al.2008)

1.6.Rdle des PGPR dans la tolérance des plantes aux stress :

Certaines PGPR produisent des enzymes ACC désaminase (1-aminocylopropane - 1-
carboxylate), qui facilitent le développement des plantes en réduisant leur production
d’éthyléne (Hydrocarbure gazeux incolore).Les PGPR produisant cet enzyme peuvent ainsi
soulager la plante de plusieurs stress causée par des infections ,I’absorption de métaux lourds,
une salinité élevée et méme la sécheresse(Macking ,2007).

L’ensemble de ces activités fait des PGPR une alternative biologique et écologique
intéressante a considérer par rapport aux différents produits chimiques de synthéses existants.
Comme I’acidité ,les sol salins constituent un environnement défavorable pour la croissance
de la plupart des plantes et de leurs bactéries endophytes.Contrairement a leur plantes hotes
,les endophytes symbiotiques et associatives pouvant tolérés et vivre en présence d’une
salinité élevée,soit en culture (Rava et al,2002).L’osmotolérance des bactéries est variables
d’une souche a une autre .En général, I’osmotolérance de Azospirillum spp augment dans cet
ordre :A.amazonense,A .lipoferum,A.brasilense et A.halopraeferens D’optimum de
croissance intervient a 200-400mM Nacl (Rivas et al,2002).
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L’adaptation des bactéries aux fortes concentration en sel est due a leur faculté de synthése et
d’accumulation intracellulaire des solutés compatibles. Ces solutés ont pour réles d’osmo-
régulation et protection des bactéries contre les effets de stress salin .Les principaux solutés
rencontrés chez les bactéries sont:les ions K+ ,glycine,betaine,proline ,glutamate,divers
glucides et N-acetylglutaminyl-glutamine amide(Boncompagni et al.1999)

Peirera et al.(2006),ont montré que ,Rhizobium-leguminosarum bv.viciae était capable de
résister a de fortes concertation en cadmium(cd) grace ala synthéses intracellulaire de
biomolécules(polysaccharides ,thiols et acides organique )capables de sequestrer le cd et ainsi
de limiter sa toxicité et les dommages éventuels.De plus ,les auteurs ont aussi mis en évidence
la production extracellulaire de Lipopolysaccarides de surface (LPS)pour immobiliser le cd
sur la paroi cellulaire et limiter alors son entrée dans la cellule.

Il existe egalement de nombreux travaux justifiant I’utilisation de microorganisme
bénéfique dans 1I’amélioration de la résistance des plantes aux stress environnementaux
néfastes, par exemple, la sécheresse, les sels, la carence en éléments nutritifs, et les
contamination par les métaux lourds(Kloepper et al.,2007).

2.Généralités sur I"azote
2.1.L’azote :

I'azote est le plus souvent limitant pour la croissance des plantes. ce nom est paradoxal, d'
ailleurs :il vient du préfixe «a-» privatif et du radical grec «(wT» (zoot) vivant ;alors que
I'azote est nécessaire a la vie (pujic,2009).

Est un constituant essentiel du protoplasme(Madigan et al.,2007).Tous les organismes
vivants ont besoin de cet élément pour synthétiser les protéines et les acides aminés (Tortora
et al .,2003) .

Il peut représenter jusqu'a 7% de la matiere seche et parfois beaucoup plus a certaines
périodes du cycle végétatif (Tourte et al .,2005).La majeure partie de I'azote se trouve sous
forme de diazote(N,) atmosphérique (Péret, 2007).Les carences azotées dans le sol sont
souvent le principale facteur limitant la croissance des plantes(Raven et al.,2007).

L’azote joue un rOle déterminant sur le rendement des cultures et sur la qualité des
productions.Les plantes puisent cet elément dans le sol sous forme minéral ou dans 1’air pour
le cas des légumineuses(Comifer,2013).

Son role est directement lié a la couleur de la plante ,le développement racinaire ,la présence
foliaire et tout autre partie végetative de la plante ,La transformation de 1’azote
atmosphérique en ammoniac repose sur le pouvoir des bactéries a réduire le diazote
(Hopkin,2013).
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2.2.La fixation de L’azote :la fixation de 1’azote joue un réle majeur dans le cycle de I’azote.

Les plantes sont des organismes eucaryotes ,caractérisés par la présence d’un noyau limité
par une enveloppe.Les organismes eucaryotes sont incapable de fixer le diazote parce qu’ils
ne possédent pas la machinerie biochimique appropriée.Est un processus qui permet de
produire des substances protéiques a partir de 1’azote gazeux présent dans 1’atmosphére et
I’environnement .

L’azote fixé par les rhizobactéries notamment le rhizobium peut étre (Tortora ,2003) :

-Utilisé par la plante hote, aprés avoir subi une nitrification de I’ammoniac en nitrites
puis en nitrates ,assimilable par la plante.

-Excrété vers le sol a partir des nodules des racines.

-Libéré dans le sol quand les nodules meurent ou quand les résidus des plantes se
décomposent apres la récolte dans le sol.

Il existe trois conditions a la fixation d’azote par les bactéries (Clément Delamotte,2018)

-1 faut un faible taux d’oxygéne car la nitrogénase est inactive .Ainsi ,ce sont les
bactéries en condition d’anaérobie qui pourront permettre la fixation d’azote .Elle se situent
dans les ports remplies d’eau ou dans les agrégats .Pour cela ,I’oxygéne est capté via
mécanisme :La respiration et la 1éghémoglobine qui permet de fixer I’oxygéne pour qu’il ne
circule par librement.

-La présence de ressource et énergie comme le carbone est indispensable.Les bactéries
doivent en avoir en grand quantité pour que la fixation d’azote soit efficace. pour cela ,elles
peuvent s’associer aux bactéries qui décomposent la paille.

-En présence d’azote minérale, la fixation est inhibée .Pour que la fixation ait lieu, il
doit y avoir peu voire pas du tout de fertilisation .

I’azote atmosphérique est fixé par voie industrielle ,ou par voie biologique et naturelle
2.2.1.La fixation industrielle

Pour briser la triple liaison du diazote et le convertir en ammoniac , ’industrie utilise le
procédé Haber-Bosch ,ce qui nécessite une pression de 450 a 500 bras et il faut I’équivalent
de 2 a 3tonnes de pétrole pour produire une tonne d’engrais azoté par ce processus .

Environ 10240 millions de tonnes d’ammoniac sont fabriquées chaque année par ce
procédé. C’est environ 1/5 de ce que puisent les bactéries fixatrices d’azote sur toute la
planéte. L’ammoniac produit peut étre utilisé directement ou converti en nitrates tels que
nitrate de sodium(NaNO3)ou nitrate d’ammonium (NH4NO3).
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La moiti¢ de I’engrais azoté utilisé en agriculture est absorbé par les plantes cultivées. Le
reste est absorbé par d’autre plantes ou lessivé(Peret,2007).

2.2.2.La fixation biologique de L’azote :

La fixation biologique de 1’azote atmosphérique est 1’une des premieres étapes du cycle de
I’azote.

C’est un processus métabolique, réalisé¢ exclusivement par des organismes procaryotes
(azotobacter ou rhizobiums) possédant les enzymes nécessaires pour fixer [’azote
atmosphérique(N2),notamment une enzyme appelée la nitrogénase. Cette enzyme permet de
convertir le nitrogéne (N2)en azote ammoniacal (NH3),qui lui est assimilable par la
plante .cette dernier en peut constituer les molécules nécessaires a sa croissance (notamment
les proteines) (Hopkin,2003 ;Schneider et al.,2015)

L’intérét de La fixation biologique de I’azote par la culture des légumineuses a été mis en
avant de longue date comme support de la fourniture d’azote aux systémes cultivés et
demeure stratégique dans le contexte actuel de mise au point de modes de production
agricoles plus économes énergétiquement et plus respectueux de I’environnement (Thiébeau
et al.,2010).

En effet ,I’azote de la fixation symbiotique a une contribution plus importante pour la
croissance des plantes par rapport a celui des engrais azotés appliqués dans ’agriculture des
pays en développement .L’azote fixé dans 1’atmosphere contribue pour 50 a60%du N des
arbres fixateurs d’azote,70 a80%du N des légumineuse fourrageres .Cette réserve d’azote
,étant stockée dans les feuilles ,les nodules ou bien les autre organes, reste plus longtemps
disponible dans les sols comparativement a 1’azote minéral fortement lessivé par les eaux
(Selami.,2017)

2.3.les microorganismes qui fixent I’azote atmosphérique :

les microorganismes fixateurs d’azote ou diazotrophes appartiennent a deux des trois
régnes primaires :les arachaebactéries et les eubactéries.

Une bactérie fixatrice d’azote est un microorganisme capable de capter [’azote
atmosphérique , le diazote et le restituer a la plante sous une forme assimilable :
L’ammoniaque .Elles résulte de 1’activité d’un enzyme qui s’appelle la nitrogénase
(Davet,1996 ;Prescott et al .,2003) .

Les microorganismes qui fixent le nitrogene (N2)sont tous des microorganismes
diazotrophes .ils sont répartis en deux groupes :
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2.3.1.les fixateurs libres: (appelées aussi bactéries fixatrices d’azote non
symbiotiques).Vivant dans le sol, appartiennent a des genres trés divers.se sont
principalement :

—des bactéries aérobies :Azotobacter, Azomonas.
—des bactéries anaérobies :Clostridium.

La majorité des bactéries libres fixatrices d’azote sont capables de fixer de grandes quantités
de cet élément en laboratoire. Le role de ces bactéries dans la fixation biologique de I’azote
dans les prairies, les forets et la toundra arctique est néanmoins considérable (Tortora et
al.,2003).

2.3.2.les fixateurs symbiotiques (non libre) :

En 1995,Ganry et Domergues ont divisés les fixateurs d’azote en deux groupes majeurs de
bactéries phylogénétiquement différents. Selon les propriété symbiotique de fixation d’azote
dans les nodules des plantes vasculaires est rencontré chez les rhizobia (principalement Alpha
—Proteobacteria) qui s’associent essentiellement avec des plantes légumineuses appartenant a
la sous-famille des Angiospermes (Fabaceae),et les Frankia (des Actinobacteria) qui
s’associent avec un spectre plus large de plantes (Franche et al .,2009).

3.LE MACROSYMBIOTE :Les légumineuses
3.1.Généralités :

Le terme «Légumineuse» est d’origine confuse. En latin «légumicre» signifie gousse puis
le sens du mot s’est élargi progressivement pour designer tous les légumes ,en anglais
«veégétables » (Gallais et Bannerot,1992).

Les légumineuses fourrageres sont des plantes de type dicotylédones appartenant a la
famille botanique des Fabacées .Elles représentent la troisieme famille botanique par leur
nombre d’espéces (18000 référencées) devant les composées et les Astéracées. La plupart des
légumineuses cultivées appartiennent aux sous familles des Faboideae ou Papilionoidea et ,de
facon plus précise ,aux tribus des Fabeae, des Phaseolae et des Triflolieae. En France, on
connait environ 376 especes de légumineuses naturelles ou subspontanées (y compris ,et
seulement ,2% de la flore mondiale de légumineuses (Schneider et Huyghe,2015).

Les légumineuses (ou Fabaceae) représentent une large famille chez les angiospermes,
comprenant plus de 650genres et 18000 espéces.les fabaceae sont divisées en trois sous —
familles :les Mimosoideae, les Caesalpinoideae et les Papilionoideae(SELAMI ,2017).
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Elle sont présentes dans presque tous les milieux terrestres ,caractérisées par une large
diversite et sont dominées par les espéces ligneuses et vivaces(change.,2011). Les
Iégumineuses entretiennent une relation trés privilégiée avec la rhizosphére qui entoure leurs
racines.

Ainsi les légumineuses couvrent globalement 66%des besoins de subsistance des
communautés rurales dans les pays en voie de développement, tout en assurant un maintien
durable de la fertilité des sols et I’équilibre des écosystéemes(Domergue,2006).

Une des principales caractéristiques des légumineuses fourragéres réside dans leur capacité
a former un partenariat(association symbiotique ) avec une classe de bactéries (Rhizobium sp)
capables de fixer I’azote atmosphérique inerte (N2) pour le transformer en azote
biologiquement utile.Cet azote est ensuite mis a la disposition du reste de 1’écosystéme par
une diversité de circuits de recyclage : rhizodéposition , décomposition des organes végétaux
mort, recyclage par les déjections des animaux( paturage ou épandage) (vertes et al.,2010)
.Cette caractéristique essentielle permet d’apporter une diversité de services a 1’échelle de la
rotation et plus largement du systeme fourrager (Patrice et al.,2016).

Les légumineuses sont cultivées principalement comme source de protéines pour la
consommation humaine (haricot, pois, féve...) ou I’alimentation animal (soja, luzerne,
féverole...).elles constituent aussi une source important d’huiles végétales(arachide) et de
bois de qualité(bois de rose, €béne).

3.2.Caractéres communs des fabacée :

D’aprés Soltner (1988) :
e Leur appareil végétatif herbacé comprend :
1. Des feuilles composé des plusieurs folioles.
2. Un systeme racinaire moins fasciculé et plus profond que celui des
graminees.
e Leur appareil reproducteur composé d’inflorescences ,apparait en général plus
tardivement que les épis des graminées.
e Leur apport feuilles /tiges et leur teneure en matiéres azotées, plus élevées que
ceux des graminées épiées, diminuent avec 1’age de la plante.
e Ce sont des plantes allogames, ou a fécondation croisée.

Si les graminées assurent surtout le rendement et la repousse rapide, les légumineuses
assurent :
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= La qualitt du fourrage ,notamment en matiéres azotées ,en calcium et
phosphore.

®  Une partie de I’alimentation azotée, grace a I’activité de lueurs nodosités

T T e e . SBaatuetite.

Figure 03 :lllustration botanique de Vicia sativa (Zohary,D.,2000).

3.3.Intérét des légumineuses fourrageres spontanées : Les légumineuses sont importantes
du point de vue économique ,agronomique et nutritionnel (Ouellet,2001).

Leur Intérét agronomique c’est leur aptitude a la fixation symbiotique de 1’azote ,qui leur
permet de produire en abondance des protéines végétales méme en 1’absence de fertilisation
azotée d’ou leur intérét dans le cadre d’une «agriculture durable» (Journet et al.,2001).

Source des éléments nutritionnels de base nécessaires a 1’animal car il est capable de
fournir aux vaches et aux moutons environ 75% de leurs besoins en protéines, que ce soit des
aliments & base de légumineuses pouvant fournir 40-50%de 1’énergie requise (Apaba., 2012).

Elles ne nécessitent aucun fertilisation azotée et contribuent naturellement a enrichir le sol en
azote ce qui permet de réduire les couts de production et de diminuer les pertes dues a
I’érosion (Cavailles,2009)

Elles exercent ,un effet favorable sur les organismes présents dans les sols en contribuant a
leur multiplication ,leur diversité ,leur activité et peuvent également perturber les cycles
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des adventices ,des ravageurs et des agents pathogénes(FAO ,2016).

Elles jouent un réle trés important dans la lutte contre I’érosion, la désertification et la
dégradation des sols( Tohami et EI Menzouri,2000)

Malgré leur différents intéréts :agronomique, nutritionnels et économique et leurs fonctions
bénéfiques pour des agro-écosystemes durables et multifonctionnels ;I’introduction des
legumineuses dans les systémes de cultures est encore insuffisante (Magrini et al.,2016)

La production de fourrage vert conduit a la durabilité de la production animale, la présence
de nourriture entrainant continuellement 1’absence de production de lait et de viande et la
production de protéines nécessaires a 1’alimentation de la communauté et de I’agriculture et
de la terrien bon état et pendant des générations(Apaba.,2012)

3.4.les especes spontanées des légumineuses fourragére existent en Algérie(préciséement
dans la Mitidja) et leur intérét agronomique et écologique :

3.4.1.Vicia sativa L (Vesce commune) :

C’est une plante spontanée ,elle s’est naturalisée en maintes régions du globe. trés variable,
elle compte plusieurs sous-espéces, dont certaines sont cultivées comme fourrage ,alors que
d’autre sont de simples adventices(Burrnie et al.,2005) .

De nos jours, la vesce commune est essentiellement cultivée comme plante fourragere,
principalement comme fourrage vert .L’utilisation des graines est plus rare, en dépit de leur
valeur nutritive liée en particulier a un taux élevé de protéines.lls’avére qu’elles soient
toxiques ,au moins chez les animaux monogastrique ,lorsqu’ elles sont consommées
régulierement et en quantité notable (Bouby et Léa,2006).

Elle a la capacité de fixer I’azote, et peut étre cultivée en association avec une ceréale
(seigle, avoine, triticale)qui lui sert de tuteur. Elle peut étre utilisée comme couvert végétale
car elle produit une important biomasse (20a30t/ha) qui étouffe les adventices et est ensuite
restituée au sol.La vesce commune (vicia sativa) a été introduite par les colons la production
de foin de vesce-avoine . Cependant (Quezel et Santa 1962) mentionnent prés de 36 especes
et sous-espéces de vesces spontanées en Algerie.

3.4.1.1.Intérét agronomique de la vesce :

Ces plante améliorent les légumineuses sont des bons precedents culturaux pour les
céreales et la texture et la structure du sol .Elles envahissent le sol en matiéres organique et en
azote.Les légumineuses peuvent concurrencer les mauvaises herbes grace a leur
développement accéléré.
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La vesce commune est principalement utilisée pour I’alimentation des ruminants. En France
cette légumineuses est peu utilisée pourtant elle présente de nombreux avantages
principalement dans la plante entiére et ses graines qui sont des aliments trés riches en
protéine pour 1’alimentation animale.

3.4.2.Medicago :

Le genre Medicago regroupent 84 especes présentent majoritairement autour du bassin
méditerranéen (Béna et al.,2005) ,il fait partie de la famille des Papilionacées, il comporte 21
especes herbacées pérennes,63especes annuelles(Small et Jamphe,1989) . Comme beaucoup
des espéces de cette famille, les espéces de Medicago fixent I’azote atmosphérique grace a la
symbiose. C’est le fourrage le plus important en Algérie .1l constitue le fourrage le plus utilisé
dans I’alimentation du bétail (Baameur.,1998) .La distribution des espéces du genre
Medicago différe selon I’espéce et selon les parties et les étages bioclimatiques.

L’espéce la plus connue est Medicago sativa, la luzerne cultivée, aussi appelée alfalfa, est
une plante herbacée fourragére. Elle bénéfice d’une croissance rapide ,et elle est a la fois trés
rustique et bien résistance a la sécheresse.Ses graines étant brillantes ,elles sont a 1’origine de
son nom vernaculaire puisqu’en latin Lucerna signifie lampe ,et en provecal Luzerno est
employé pour évoquer le ver luisant.

3.4.2.1.L’intérét agronomique et écologique :

Elle est trés cultivée pour sa richesse en protéines (allant jusqu’a 55% ) et ses qualités
d’amélioration des sols.Les luzerne est tres utilisée pour I’alimentation du bétail car elle est
une véritable source industrielle de protéine.ses gousse et ses feuilles forment la base de
I’alimentation des bétails en saison séche.Sa capacité a préserver un stock de semence dans le
sol grace au taux important de graines dures(Prosperi et al .1995).

En plus de cette importance fourragere et grace a leur association avec les bactéries du sol
du genre Sinorhizobium meliloti ,un hectare de luzerne peut fixer jusqu’a 600 kg/an d’azote
(Denarie et Joly,1994).

La majorité des especes sont capables de produire 1’acide indole acétique, I’ammonium,
solubilisent le phosphate inorganique, produire des sidérophores et des exopolysaccharides.
Ce qui fait de cas bactéries des candidats potentiels pour la formulation et la production a
I’échelle industrielle des bio —engrais (Baha et Bekki.,2018).
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3.4.3.Hedysarum :

Le genre Hedysarum appartient a la famille des papilionaceae qui est trés répondue dans
le monde ,posse sue des sols variés et dans des conditions climatiques différentes ,et présent
ainsi une grande diversité.Les espéces de ce genre sont rencontrées a 1’été nature dans tout le
bassin meéditerranéen ,en particulier en Afrique du nord.Ces espéces d’intérét agronomique
,gréce a leur qualité fourragere et leur capacité a améliorer la fertilité des sols par fixation
d’azote atmosphérique ,peuvent étre exploitées dans la valorisation des dégradées , surtout
dans les sols arides et semi-arides (Hannachi et al.,2004).

Selon Quezel et Santa(1962) ,le genre Hedysarum comporte neuf espéces (annuelles et
vivaces)dont plusieurs sont des endémique trés localisées, comme H.naudinianum Coss et
H.perrauderianum Coss, qui ne se développent qu’en Algérie.

3.4.3.1.Hedysarum pallidum Desf :

Tres peu de données existent sur H.pallidum Desf ,espéce décrite pour la premiere fois par
Desfontaines. C’est une légumineuses a vocation fourragere, pousse spontanément en Algérie,
au Maroc et Tunisie ,elle a une écologie peu marquée, se rencontre dans des milieux assez
divers (Benhizia,2001).

Le genre Hedysarum appartient a la sous famille des papilionaceae qui est trés répondue
dans le monde, pousse sur des sols variés et dans des conditions climatique différentes et
présente ainsi une grande diversité.Les especes de ce genre sont rencontrées a 1’été naturel
dans tout le bassin méditerranéen, en particulier en Afrique du nord.

3.4.3.2 L’intérét agronomique et écologique :

Ces especes d’intérét agronomique, constituent un patrimoine phylogénétique performent
pour la production de fourrage et ’amélioration de la fertilit¢ des sols par la fixation de
I’azote atmosphérique, peuvent étre exploitées dans la valorisation des région dégradées,
surtout dans les zones arides et semi-arides(Hannachi et al.,2004).

3.4.4.Lablab purpureus en Algérie :

Est une plante herbacée vivace grimpante ou buissonnante ,souvent cultivée comme une
annuelle de la famille des fabaceae (Maletic et Jevdjovic, 2007).L’origine de Lablab
purpureus est 1’inde, 1’aire de répartition géographique de ces especes comprend la région
méditerranéenne ,I’ Asie et le continent américain (Burnie.,2006).

Lablab purpureus est adaptee aux sols sablonneux ou sablo-limoneux acides ou voisins de
la neutralité(Zhao,2008).
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Le climat méditerranéen de 1’Algérie rend possible la culture de cette plante dans de vastes
région du nord algérien (Oran, Alger, Bejaia) allant des zones sublittoral aux haut plaines
(Bouira ,Sétif, Kabylie) (Younes,2010).Ces derniéres années, la stratégie nationale élaborée
par le ministére de 1’agriculture prévoit I’amélioration qualitative et quantitative des parcours
en utilisant des associations végétales fixatrice d’azote pour amélioration des sols
(Younes,2010).

Sur le plant génétique ,la caractérisation des rhizobia Lablab purpureus a été initialement
rapportée par de nombreux rhizobia indigénes caractérisés ont été attribués au genre
Bradyrhizobium (Geo ,2011). D’autre études plus récentes ont montré que les bactéries
appartenant aux genres , R.leguminosarum, Rhizobium sp ,Ensifer (Sinorhizobium) sp et
Mesorhizobium sp peuvent également noduler le Lablab purpureus (Li chang et al.,2011).

En Algérie, le lablab est spontanément nodulé par des rhizobia dans son aire naturelle et
dans les sols ou il a été introduit. Aucun des études né ont été consacré a la caractérisation du
microsymbiote par rapport a la plante hote. Aucun étude n’a été jusqu’a lors établie pour
étudier la diversité génétique des rhizobia indigenes. Les microsymbiotes de Lablab ont fait
I’objet de plusieurs études dans le monde au cours des dernieres années.Ces études ont permis
de noter la présence de souches autochtones de rhizobia nodulant 1’espéce purpureus en chine
(Gao et al.,2011).

Quelques études ont été réalisées pour déterminer la capacité des symbiotes de lablab
purpureus a noduler d’autre plante Iégumineuses et pour évaluer leur efficience
symbiotique.La selection des souches performantes sous différentes conditions a été
également abordée (Mohammed et al.,2009).

3.4.4.1. Intérét agronomique et écologique :

Lablab purpureus se caractérise par son haut potentiel de production de fourrage
(Talamucci et al.,2001).An plus de son haut potentiel de production fourragére, lablab offre
la possibilité d’améliorer la teneur en matiére organique et de maintenir une richesse en azote
du sol (Douglas et al.,1985 ;Pinto et al ,1993 ;Stringi et al.,1998.Ben jeddi ;2005).

Gréce a son systéme racinaire et pivotant, lablab offre 1’avantage de protéger le sol contre
I’érosion (Watson ,1982) d’ou I’intérét de son installation dans les terrains marneux et
accidentés trés vulnérables a 1’érosion (Zouaghi,2001 ;Slim,2004,slim et al.,2011).

Et aussi utiliser pour I’alimentation humaine grace a ces graines qui sont riches en protéine
et les lipides (Maletic et al.,2007) ,aussi utilise comme plante de couvert pour I’amélioration
et la conservation de la stabilité du sol.

Elle est aussi utilise comme plante ornementale (Gladstones .,1998) et comme plante de
couvert pour I’amélioration et la conservation de la stabilité du sol (Williams.,1993).
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3.4.5.Lathyrus :

Le genre Lathyrus appartient a la famille fabaceae (synonyme de vicieae) avec vicia ,Lens
,Pisum et vavilovia (Patto et Rubiales ,2014).C’est le plus grand au sein de cette famille
(Sammour et al.,2007) avec environ 187 espéces et sous especes (Mclutchan.2003).

Son principale centre de diversité est dans les région méditerranéennes (Patto et Rubiales
, 2014) ou il s’étend en Algérie, Syrie, Liban, Egypte, Libye, Maroc, France et en Espagne
(Sammour et al,2007).Les espéce de Lathyrus sont utilisées pour la couverture du sol,
comme engrais vert, controle de 1’érosion et la réhabilitation des incultes et brulées (Drouin
et al.,1996).

3.4.5.1.Intérét agronomique et écologique :

En Algérie ,le genre Lathyrus est cultivé principalement pour la production de grains
(aliments) et également utilisé comme fourrage par les agricultures marginaux(Boukecha et
al.,2017).En raison de la résistance des especes de Lathyrus a la sécheresse, la résistance des
graines aux ravageurs ,1’adaptabilité a presque tous les types de sol ainsi que les conditions
climatiques défavorables (Sammour et al,2007),la Lathyrus peut jouer un rdle important dans
les immenses défis agricoles actuels.

Les membres du genre Lathyrus comprennent des cultures vivriéres et fourrageres, les
plantes ornementales, les nitrifiants du sol ,les stabilisateur de dunes, les plantes agricoles
importantes , les mauvaises herbes et les organismes modeéles pour la recherche génétique et
écologique (Patto et Rubiales,2014),entre autre Lathyrus sativus est largement cultivée
comme culture vivricre, tandis que d’autre espéces sont cultivées dans une moindre mesure
pour la nourriture et le fourrage.

ces espéces comprennent L. ochrus, L. cicera et L. clymenum pour la consommation de leur
graines mais principalement pour la production de fourrage ,L. tingitanus, L, latifolius et L.
sylvestris en tant qu’espéces fourragéres ;L. odoratus a des fins ornementales. Aussi 1’espéce
Lathyrus amphicarpus ,se trouve actuellement au moyen orient et a le potentiel de devenir
important en tant qu’espéces fourrageéres auto-ensemencees (Campbell,1997).

3.4.6.Loitier corniculé :

le lotier corniculé est un plante fourragere cultivée qui entre dans la composition des
mélanges de semences pour prairies mixtes graminées-légumineuses .Non volante, elle a la
capacité de se réensemencer sous certaines condition favorables .Les tiges sont plus petites en
diametre et moins rigides que les tiges de luzerne .Les fleurs sont jaune vif et chaque fleur
produit une gousse de graine .Les gousse de graines irradient du pédoncule des fleurs
,ressemblant au pied d’un oiseau .Les feuilles sont composées de cing folioles ovales .Le
lotier corniculé a une racine tapissée bien développée de nombreuses branches latérales .
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Le lotier corniculé devrait étre inoculé avant la plantation pour assurer une nodulation
suffisante du systéme racinaire pour la fixation de I’azote (Therapeutes magazine.,2017).Le
lotier cornu était connu comme plante fourragére dans les prairies d’élevage .il n’avait pas
d’usage médical reconnu.

3.4.6.1.Intérét agronomique et écologique :

Tout le monde reconnait par contre au lotier une trés grande souplesse d’adaptation aux
dure :acidité, terres superficielles ,défriches, sols battants, mauvaise fertilisation ,sécheresse...

La lotier posséde en outre une tres bonne qualité avec fourrage relativement facile a faner.ll
ne subit aucun dégat important de maladies ou de parasites. Sa pérennité, insuffisante dans les
association exploitées intensivement ,devient excellente dans les prairies plus extensives
(M.Rieuneau).

Résiste trés bien aux terrains séchant et superficiels, résiste au froid, bien adapté au
paturage (non météorisant),trés bonne valeur alimentaire et riche en protéines, bonne pousse
estivale ,sensible aux exceés d’eau(sauf le lotier des marais qui supporte la submersion)
,facilement dominé en association (tardif) ,implantation délicate (Ruisi et al.,2011).

4.LE MICROSYMBIOTE :Les rhizobia.
4.1.Généralités :

Rhizobia ou rhizobium est un terme qui a été donné aux bactéries du sol qui sont capables
d’induire des nodules sur les racines des légumineuse et d’y fixer 1’azote atmosphérique en
symbiose. Récemment ce terme a été substitué par le terme de BNL (bactéries nodulant les
Iégumineuses) (Zakhia et deLajudie, 2006 ;Zakhia et al.,2004).

Tous les rhizobia caractérisés sont des bactéries gram —négatives, en forme de batonnets a
I’été libre, non sporulantes et généralement mobiles grace a la présence d’un ou plusieurs
flagelles, présentes dans le sol et appartenant aux sous-classes a et B protéobactéries, quatre
genres d’ o —protéobactéries :Bradyrhizobium , Mesorhizobium , Rhizobium , Sinorhizobium
(SELAMI.,2017).

4.2 Caractérisation des rhizobia :

Plusieurs étude ont été réalisées par les microbiologiques pour évaluer la diversité des
rhizobia ;ces études ont permis I’analyse de différents traits phénotypiques et génétiques qui
sont devenus par la suite une base de définition du concept de 1’espéce(De lajudie et
al.,1994,Faghire et al.,2012).

4.2.1.Caracteres morphologiques :Les rhizobiums sont des bactéries gram négatifs, non
sporulant , on distingue deux formes :
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4.2.1.1.La forme végeétative :

Les rhizobiums sont mobiles par un seul flagelle polaire ou par deux a six flagelles
péritriches et apparaissent sous forme de batonnets réguliers de 0.5 a 0.9 um de largeur sur 1.2
a 3 um de longueur (somasegaran et hoben ,1994).Pour les rhizobiums a croissance rapide,
les cellules sont mobiles par 2-6 flagelles péritriches. Les rhizobiums a croissance lente sont
mobiles par un seul flagelle polaire ou un flagelle subpolaire (Somasegaran et Hoben, 1994)

4.2.1.2.La forme bactéroides :

A Tintérieur des cellules du cortex racinaire, les rhizobiums se transforment en bactéroides
de forme branchée ,sphérique ou en massue ( Perry et al.,2004).1 existe des bactéroides
réguliers et des bactéroides irréguliers. Chez les groupes rhizobium trifoli ,rhizobium meliloti
et rhizobium leguminosarium, les individus sont irréguliers et ont une taille a peu prés dix
fois plus grande que ceux de la forme végétative (Somasegaran et Hoben,1994).

4.2.2.Caracteres biochimiques :

Les rhizobiums sont des bactéries chimioorganotrophes ; ils utilisent des carbohydrates
relativement simples comme le glucose , le mannitol , le saccharose et des composés aminés.
Certaines espéces exigent des vitamines pour leurs croissances .Les rhizobiums a croissance
rapide peuvent croitre dans une large gramme de carbohydrates ,mais ils ont une croissance
meilleure en présence du glucose ,le mannitol ou le saccharose. La majorité des souches a
croissance lent préfére le pentose (Somasegaran et Hoben.,1994).Les rhizobium n’assimilent
pas 1’azote en dehors de la plante et ont besoin d’une source d’azote ammonical ou aminé
pour se développer a 1’état libre (Pelmont,1995).

4.2.3.Caracteres physiologiques et culturaux :

Les caracteres physiologique et culturaux regroupent le taux de croissance de la bactéries
sur le milieux YME(Yeast Extract Mannitol) (vincent,1970),la capacité d’utiliser différents
carbohydrates et différents source d’acides aminées, la tolérance a différents concentration en
sels et aux variations du ph, la croissance a différents températures, la résistance aux
antibiotique ,aux métaux lourds ,ect

Rhizobium est un microorganisme aérobie ou micro-aérophile et peut se contenter d’une
faible tension en oxygéne (pression de 0.1 atm ). Le Ph optimum de la croissance se situe
entre 6 et 7 , plus exactement 6.8, mais certaines souches tolérent un milieu acide (PH =4)
comme Rhizobium japonicum . La température idéal se situe entre 25-30°C (Somasegaran
et Hoben ,1994).
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Le yeast mannitol agar (YMA) est un des milieux solides les plus utilises pour la culture des
Rhizobia (Vincent.,1970).Sur ce milieux les colonies apparaissent sous forme circulaire,
blanche, opaque ou laiteuses ,humides ,translucides ,elles peuvent étre brillantes .Les colonies
jaunes sont pales rencontrées surtout dans les cultures agées (Somasegaran et Hoben
,1994).11 est admis que seules les bactéries correspondant aux bactéries non différenciées en
bactéroides sont capables de pousser sur boite de pétri (Boivin —Masson et al .,2006).

4.3.Classification et taxonomie de rhizobium

Actuellement ,les rhizobium comportent 13 genres et 117 especes (wier.,2016). Elles
appartiennent a la subdivision alpha des protéobactéries dans les genre de :Rhizobia,
Mesorhizobium et Bradyrhizobium (Zakhia et De Lajudie,2001)

Les rhizobium isolés jusqu'a présent appartenaient tous groupe desalpha-Proteobacteria
.D’apres Somasegaran et Hoben (1994),on distingue trois groupes de rhizobia :

-les Rhizobia a croissance rapide qui produisent une turbidité dans le milieu liquide en 2-3
jours.

-Les Mesorhizobium a croissance moyenne qui produisent une turbidité dans le milieu liquide
dans 3-4 jours.

-Les Bradyrhizobium a croissance lent qui produisent un trouble dans le milieu dans 4-5
jours.
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Tableau 01 :taxonomie du Rhizobium (Frank,1889)

Rang taxonomique Nomenclature

Reégne Bacteria
Embranchement Proteobacteria
Classe Alpha Proteobacteria
Ordre Rhizobiales

Famille Rhizobiaceae

Genre Rhizobium

4.4.Les espéces de Rhizobiums qui vivent en symbioses avec les légumineuses
spontanées : |l existe plusieurs especes de Rhizobium qui vivant en association avec les
légumineuses fourrageres spontanées précisement dans la zones méditerranéen parmi
lesquelles :

e Rhizobium meliloti :Melilotus sp ;Medicago stiva.
e Rhizobium trifolii :trifolium sp

e Rhizobium leguminosarum :Lathyrus ,Vicia sativa
e Rhizobium sp : Lablab purpureus

e Rhizobium sullae : Hedysarum coronarium

5.La symbiose légumineuses-rhizobia.
5.1.Apercu général sur la processus de la symbiose :

La symbiose est la fusion plus ou moins intime de deux étre vivants d’especes différentes
qui correspond a une association a caractére obligatoire et a avantages et inconvénients
réciproques et partagés ,entre partenaires .Une exemple de symbiose est 1’association entre
une bactérie de la famille des Rhizobiaceae et une plante de la famille des légumineuses
(Broughton et al.,2003).

La symbiose BNL (Bactéries Nodulant Légumineuses) —légumineuses ,décrite pour la
premiere fois par Frank (1889),présente un modele d’étude d’association entre eucaryote et
procaryote.

Elle présente un intérét agronomique considérable ,la symbiose permet 1’enrichissement
naturel du sol en azote et la réduction des apports d’engrais . L’azote fixé par la symbiose est
restitué au sol en azote et la réduction des apporte d’engrais .
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L’azote fixé par la symbiose est restitué au sol apres la décomposition de la matiere végeétale
(racines ,nodules ,parties aeriennes) ,ou via les déjection des animaux ayant paturé (Selami
Nawal.,2017).

Le concept sera développé et explicité par le botaniste allemand de Bary en 1879 selon

lequel la symbiose est 1’association de deux organismes spécifiquement distincts ,qui vivent
ensemble (Leffevre, 2004).

5.2.Mécanisme et spécificité de la reconnaissance symbiotique :

La symbiose rhizobium-légumineuses caractérisé par la spécificité d’hote, les
légumineuse vivent en association symbiotiques avec les bactéries du sol de la famille des
Rhizobiaceae. Cette symbiose est trés specifique ce qui signifie que chaque espéce de
rhizobium ne peut infecter qu’un spectre d’hotes restreint. Ces bactéries pénétrent le systeme
racinaire et y forment des nodules qui ont la capacit¢ de fixer et de réduire 1’azote
atmosphérique en forme assimilable par la plante.

cette symbiose augment le rendement des légumineuses et des graminées en mélange ainsi
que celle des espéces en rotation sans nécessiter d’apport de fertilisant azotés, réduisant ainsi
les colts de production a la ferme (Emmanuelle et al .,2019).

Cette spécificité symbiotique est en relation avec la composition des exsudats racinaires
qui est intiment liée a 1’espéce , rendant la rhizosphére plus spécifique et favorable a ses
partenaires symbiotique(Sharma et al.,2004) .

5.3.L’infection et la nodulation.

Les bactéries s’attachent aux racines par l’intermédiaire d’une molécule d’adhésion
spécifique localisée a la surface des cellules ,la rhicadhésine .Des lectines sont également
impliquées dans 1’adhésion mais elles participent a un degré moindre que la rhicadhésine
(Perry et al.,2004).Les bactéries migrent vers 1’extrémité des poils absorbants, s’y fixent et
liberent 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 ,une fuite
d’électrolytes et une oscillation de la concentration du calcium (Bélanger ,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(Macharfi,2001).En réponse le poil absorbant sécrete une enzyme, la
polygalacturonase ,qui fragilise la paroi ;la pénétration des bactéries est ainsi facilité(Dupuy
et Nougier ,2005).
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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 ,tout en produisent une cytokinine (sorte d’hormone de croissance) (Pelmont,2005).

Dans le poil absorbant ,des vésicules golgiennes convergent vers le point de contact
,forment un cordon amorphe contenant des mucilages limités par des fibrilles cellulosique
d’origine végétale ;c’est le filament d’infection (Dupuy et Nougier,2005).

Ce cordon relie les cellules épidermique aux cellules corticales .De la, 1’organogenése se
poursuivra jusqu’a 1’obtention d’un nodule (Bélanger,1998). Arrivé dans la zone corticale, le
codon se ramifie et envahit la presque totalité de la racine .

La zone corticale réagit par ’augmentation de taille mais aussi par la multiplication
cellulaire activée par la libération de cytokinines bactériennes ; un meristétme se forme ou
différencie une excroissance appelée nodule (Dupuyt Nougier,2005).

La derniere étape de la formation du nodule consiste a un relachement des rhizobia a partir
des cordons d’infection a I’intéricur des cellules corticales suivi de la division et la
différenciation des rhizobia en cellules fixatrices d’azote reconnues sous le nom de
bactéroides (Macharfi,2001).Une membrane péribactéroidienne enveloppe ces bactéroides
(Perry et al.,2004).(figure 4)

Atachement Recourbem- Invasion File d’infection
des Rhizobia ent des poiles des

rhizobia

Devloppement du nodule Nodule maturée

Figure04 :Processus de la nodulation (Giles et al.,2004)

a.Plante avec attachement des rhizobia .b.Recourbement des poiles.c. Invasion des
rhizobia.d.File d’infection.
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Pour permettre une activité optimale de la nitrogénase, enzyme irréversiblement inactivé par
I’oxygeéne, la plante maintient les nodules en condition de mico-Oxie grace au parenchyme
nodulaire pendant que la leghémoglobine transporte et régule la concentration d’oxygeéne
indispensable a la respiration,(Selami ,2017).

Une fois que les nodules sont matures et que le processus de fixation d’azote est
fonctionnel, les nodules sont généralement de couleur rosée du fait de la présence de cette
Iéghémoglobine. En revanche, la présence de nodules blancs indique que la symbiose n’est
pas fonctionnelle (Valverde et al.,2005).

6.facteurs influencant la fixation d’azote :

Les facteur édaphiques ou pédologiques sont des facteurs écologiques liés aux
caractéristiques physiques et chimiques du sol .11 s’agite de la texture du sol, de sa structure,
sa porosité , les Ph extrémes ,le taux de nitrate dans le sol, de la teneur en eau ,du degré
d’acidité et de la teneur en éléments minéraux du sol et les souches Rhizobienne y sont tres
sensibles .Ce sont des contraintes environnement important qui peuvent perturber la
croissance des Rhizobiums et donc diminuent la fixation du N, etla productivité des
légumineuses (Abolhasani et al.,2010).

6.1.Ph de sol:

La majorité des légumineuse nécessitent des PH neutres ou légerement acides pour établir
une symbiose efficiente dans le sol (Bordeleau et Prévost, 1994) I’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 rhizobia 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 manganese autant pour le rhizobia que pour la plante hote
(Bordeleau et Prévost,1994).

L’acidité affect la croissance et la survie des rhizobia a I’état libre dans le sol de méme ,
leur multiplication dans la rhizosphere ,I’infection de la racine , la formation des nodules ainsi
que la croissance de la plante sont trés touchées par ’acidité par les facteur qui lui sont
associés (Zerhari.,2000).

6.2.La température :

Les températures élévees engendrent la déshydratation et la dégradation des enzymes de la
voie métabolique des bactéries, par contre, les basses températures entrainent la gélification
de I’eau cellulaire et I’inactivation ,parfois irréversible des enzymes (Cloutier et al., 1992).
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Kulkarni et Nautiyal (1999),ont rapporté que la température optimale pour la plupart des
rhizobium est entre 25 et 30 °C.

6.3.Stress Salin :

La salinité affecte 1’initiation, le développement et le fonctionnement des nodules ,de méme
que la capacité photosynthétique des feuilles .11 s’avére que la FSN(fixation symbiotique de
I’azote) est plus affectée par le sel que la croissance des plantes (Roi et al.,2002,Faghire et
al.,2011).

Généralement 1’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).

Concernant le type de sel , il a été rapporté que les chlorures sont plus toxiques que les
sulfates (EL-Hilali,2006).

La plupart des rhizobiums sont inhibés par des concentration de 100 Mm en Nacl ,mais il
existe des souches dont la croissance est inhibée par 300 mM en Nacl et d’autre qui
supportent 500 mM en Nacl (Jenkins,2003)

6.4. Stress hydrique :

Le stress hydrique affecte la fixation symbiotique de 1’azote a différents niveaux ,tels que la
formation et la croissance nodulaire ;le métabolisme du carbone et de 1’azote ;1’activité de la
nitrogénase et la perméabilité nodulaire a 1I’oxygéne (Zahran ., 2005).

La sécheresse influence le mouvement des bactéries mobiles comme les rhizobiums et la
distribution de la microflore du sol ,ce facteur affecte également la diversité des population
rhizobiales (Hussain et al. ;2010) .

La modification des cellules rhizobiennes par le stress hydriqgue méne a une réduction dans
I’infection et la nodulation (Zahran,1999).

33



6.5.Exemples d’association entre

rhizobia et légumineuses :

Rhizobia

Plantes hotes

Les effets bénéfiques

références

Rhizobium meliloti

Luzerne
(medicago sp)

Solubilisent le phosphate inorganiqueet
produisent des sidérophores et
exopolysaccharides.

en plus de cette importance fourragére et
grace a leur association avec les bactéries du
sol du genre Sinorhizobium meliloti ,un
hectare de luzerne peut fixer jusqu’a 600
kg/an d’azote (Denarie et Joly, 1994).

Baha et
Bekki.,2018

Rhizobium
leguminosarum

Vicia,Lens,
Lathyrus,
Pisum

La résistance aux métaux lourds .
comprennent des cultures vivrieres et
fourragéres, les plantes ornementales, les
nitrifiants du sol ,les stabilisateur de dunes,
les plantes agricoles importantes , les
mauvaises herbes et les organismes modeles
pour la recherche génétique et écologique
(Patto et Rubiales,2014),

Elle a la capacité de fixer 1’azote, et peut
étre cultive en association avec une céréale
(seigle, avoine, triticale)qui lui sert de tuteur.

Patto et
Rubiales.,
2014

Ralstonia

Hedysarum
pallidum

Améliorer la fertilité des sols par la fixation
de [D’azote atmosphérique, peuvent étre
exploitées dans la valorisation des région
dégradées, surtout dans les zones arides et
semi —arides(Hannachi et al.,2004).

Torche et
al.,2010

Bradyrhizobium

Lablab
purpureus

La résistance au metaux lourds.
protéger le sol contre  1’érosion
(Watson ,1982) d’ou [l’intérét de son
installation dans les terrains marneux et
accidentés trés vulnérables a [1’érosion
(Zouaghi,2001 ;Slim,2004,slim et al.,2011).
Elle est aussi utilisé comme plante
ornementale (Gladstones .,1998) et comme
plante de couvert pour 1’amélioration et la
conservation de la stabilitt du sol
(Williams.,1993).
La fixation
atmosphérique

symbiotique de 1’azote

Geo .,2011




Rhizobium trifolli

Trifolium

Ces manifestation sont accompagnées d’une
chute de I’activité photosynthése »tique et de
la  fixation symbiotique de 1’azote.
I’action favorable du potassium est ¢galement
observée lors de la réhydratation des plantes
soumises au déficit .

le rétablissement du potentiel hydrique et de
la fixation symbiotique d’azote est plus
important en présence de potassium
(Shamsun —-noor*,C Robin,A
Guckert.,1989)

Neyra .,1992

Mesorhizobium loti

Lotier(lotus)

il ne subit aucun dégat important de maladies
ou de parasites.

le lotier corniculé est utilisé ,comme sedatif
et antispasmodique pour lutter contre
I’angoisse, 1’insomnie et les états dépressifs
.son absorption permet de ralentir le rythme
cardiaque. elle a la capacité de fixer 1’azote
atmospherique.

Sawada et
al.,2003

Rhizobium sullae

Hedysarum
coronarium

Est un fourrage trés appétissant ,nutritif et
productif pour la production de ruminants
(Koning et al.,2010 ;Foster,2010) 1’espéce
joue un réle clé dans les systemes a base de
ceréales des régions semi-arides, et
couramment utilisée pour améliorer la
productivité et la durabilité des systemes
agricoles (Ruisi et al.,2011) .

elle nécessite une bactérie spécifique du
nodule racinaire (Rhizobium sullae) pour une
nodulaion optimale et une fixation maximale
de l’azote (Koning et al., 2010 ;ramirez-
Ramirez-Restrepo et al .,2005)

Koning et
al.,2010 ;
Foster,2010

Bradyrhizobium sp

Acacia

Fixation d’azote (grice a un travail de
symbiose avec des bactéries)et en enrichissant
le sol d’autre nutriments grace aux racines qui
vont aller les chercher plus en profondeur et
les remonter a la surface (Midgley,j et
Bond.,2001)

Midgley,] et
Bond.,2001

Tableau 02:Quelques exemples d’association entre rhizobia et 1égumineuses.
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7.Les méthodes d’analyses utilisées pour caractérises ses espéces du rhizobium :
7.1.1solement des bactéries a partir des nodules :
7.1.1.collecte des nodules :

Aprés avoir récolté les nodules a partir des plantes vertes et saines assurant ainsi une
activité élevée de fixation d’azote. Il est important de noter que le type des nodules récoltés
sur les racines des quelques des légumineuses spontanées sont distincts selon la position qu’ils
occupent sur les racines ,des nodules indéterminés situées sur la partie supérieure et d’autres
qui reliées entre eux par un cordons apparentent a une racine latérale modifiée localisées sur
la partie inférieure des racine de la plante. En effet ce type de nodule est appelé nodule
actinorhizien ,organe tout a fait original par rapport au nodule des légumineuses (Santi, 2008)

La collecte a été réalisée selon la méthode de Vincent (1970) ;Beck et al.,(1993) :

e Creuser environ 150 cm autour de la plante et & 20cm de profondeur.

e Soulever lentement le bloc sol et racines .

e Enlever soigneusement le sol et casser les blocs de sol avec précaution pour ne pas
endommager les racines et les racines secondaires (site de nodulation)

e Placer délicatement tout la plante dans un sachet en plastique

e Au laboratoire ,enlever la partie supérieure de la plante et laver délicatement les
racines sous 1’eau courante.

e Pour les nodules a stoker ,les racines doivent étre coupées 1 a 2mm de
site d’attachement de nodule, ce qui assure une bonne conservation des nodules et
I’obtention de cultures viables et propres de bactéries lors de 1’isolement.

e Sécher les nodules avec du papier filtre avant le stockage.

Figure 05:collecte des nodules(photo D.P.Beck,1993)
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7.1.2.conservation des nodules :

Les nodules frais peuvent étre stockes dans le réfrigérateur a 4°C jusqu’a 48 heures pour un
usage immeédiat, pour une longue peériode de stockage la dessiccation des nodules est
recommandée .La dessiccation est réalisée dans des flacons contentent un déshydratant tel que
le Ca Cl,anhydre et une chaque flacon étre étiqueté par les informations suivantes :

e Nom de la plante hote
e Date de conservation
e Date et lieu de prélévement.

Figure06 :conservation des nodules (photo D.B.Beck,1993)

7.1.3.1solement des bactéries a partir des nodules :La méthode utilisées est celle de
Vincent (1970) et Somasegaran et Hoben (1994).Les nodules conservés par dessiccation sont
réhydratés dans I’eau distillée pendant 24 heures a 4 °C puis une heure a la température
ambiante.

7.1.3.1.Stérilisation des nodules :

Les nodules réhydratés sont immergés dans 1’éthanol 95%pendant 5a10 secondes en suite
transférés rapidement dans le chlorure de mercure acidifié 0.1%(1g Hg Cl,+5ml HCL+11
D’eau distillée) .En fin les nodules sont rincés 10fois a 1’eau distillée stérile, puis on les laisse
dans I’eau distillée stérile pendant une heure apres le dernier ringage.
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7.1.3.2.1solement des bactéries selon la méthode des nodules écrasés :

Les nodules stériles sont écrasés individuellement dans une goutte d’eau distillée stérile
dans une boite de Pétri.Les nodules sont écrasés avec une pince stérilisée par émersion dans
I’éthanol et flambé au bec bunsen .L’opération est réalisée dans des conditions d’asepsie
totale sous une hotte a flux laminaire.

A T’aide d’un anse de platine ,une suspension de chaque nodule écrasé est étalée selon la
technique des quatre cadrans sur les milieux YMA +rouge congo, GPA+bromocrésol pourpre
de maniere a isoler des simples colonies ,puis les boites ensemencées sont incubées a 30 C°
pendant 24a48heures.

7.2.Caracteres culturaux:
Les milieux utilisés pour I’étude des caracteéres culturaux sont :

e Milieu liquide :YMB (Yeast Mannitol Broth)

e Milieux solides :YMA(Yeast Mannitol Agar)
YMA+RC (Yeast Mannitol Agar +Bromothymol Blue)
GPA+BTB (Glucose Peptone Agar +Bromocresol Pourpre)

7.2.1.0bservation des colonies et conservation des isolats :Les colonies ayant absorbées
peu de rouge congo et n’ayant pas acidifié le milieu GPA ( virage du BCP au jaune)sont pris
en compte comme isolats candidats a étudier .Ces colonies qui sont considérées comme
bactéries nodulant les Iégumineuses de notre étude (Benhizia et al.,2004).

La croissance sur YMA —rouge Congo les colonies montrant des différences dans leurs
absorbances du rouge congo on trouve celles qui ne I’absorbent pas et garde leur couleur
blanchatre, ou 1’absorbent faiblement ,ceci qui corrobore avec les résultats obtenus sur les
souches Gammaprotéobactéria (Benhizia , 2006).

7.2.1.1 .Examen microscopique par la coloration de Gram :

Une observation microscopique est réalisée sur des lames dont une préparation de culture en
YMB est étalée en couche mince ,sécheée et fixée .La préparation des lames est réalisée sous
la hotte a flux laminaire, puis les lames sont colorées par la coloration Gram. L’examen
microscopique des cellules bactériennes donne des bactéries de forme de bacille gram négatif
et de différentes tailles (Jordan,1984).

7.2.1.2.Conservation des souches :

La conservation se fait sur le milieu YMA additionné de 3 g/l de CaCos comme agent
neutralisant de 1’acidité .Le milieu et répartie dans des tubes a essai formant des géloses
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inclinées . A partir d’une culture bactérienne en phase de croissance exponentielle.des stries
régulieres sont effectuées sur la surface de la gélose ,et apres incubation a 30°C pendant trois
jours les tubes sont conservés a 4°C au réfrigérateur .Cette méthode permet une conservation
de 06 212 mois(Vincent,1970).

7.3.Caractérisation des bactéries :
7.3.1.Source de carbone :

Les souches sont cultivées sur le milieu YMB ou le mannitol est remplacé par I'un des
sucres suivants :glucose ,maltose ,fructose ,sorbitol et sucrose.

e Incuber a 28 °C agitation pendant 24 heurs
e Mesurer la DO a 600nm

7.3.2.Test de bleu de bromothymol :

Ce test permet de vérifier la capacité d’acidification ou d’alcalinisation des souches.il se fait
sur le milieu YMA additionné de I’indicateur coloré bleu de bromothymol (BTB) a une
concertation de 0.0025%(W/V).Apres incubation a 28°C pendant 6jours ,le virage du milieu
au jaune indique I’acidification du milieu et le virage au bleu indique [’alcalinisation du
milieu.

7.3.3Caractéres culturaux :

Les colonies apparaissent sur milieu YMA au bout de 24 heurs et se distingue par une
production de poly B-hydroxybutyrate (PHB). Elles ont une couleur blanche ou créme ,forme
homogeéne et un aspect lisse brillant avec une texture translucide(Jordan.,1984).

Selon jordan (1984) et Beck et al (1993),les souches & croissance rapide sont considérés
généralement comme des bactéries acidifiantes.par conséquent ,elles devraient changer la
coloration du BTB vers le jaune contrairement aux souches a croissance lent qui sont
considérées comme des bactéries qui alcalinisent le milieu de culture.

Figure07 :Rhizobacterie sur milieu de culture (Marc,2017)
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CONCLUSION




Conclusion :

Les recherches sur la diversité des rhizobia peuvent non seulement améliorer la productivité
des récoltes et augmenter la fertilité du sol, mais elles sont également importantes pour la
consommation de I'énergie et pour la protection de I'environnement.

Une rhizobacterie (Bradyrhizobium sp(Lotus) a été isolee des nodosites de Lotus, identifiée
et caractérisee par les travaux de Degaichia 2010,2012 , 2015, cités dans notre recherche
bibliographique. Cette bactérie est utilisée comme modele biologique sur plusieurs especes
végétales pour contourner les stress abiotiques ; Elle a donne des résultats interessants
satisfaisants.

Pour cela ce travail vient en complément aux travaux antérieurs réalisées sur les espéces
végétales . Il a pour but d’ enrichir la collection de rhizobactéries isolées a partir de nodosités
d’autres espéces de 1égumineuses, les caractériser et les tester sur les espéces de cultures
maraichéres cultivées en conditions salines. Nous n’avons pas pu realisé ces travaux ,ils se
sont résumes uniquement a une recherche bibliographique.
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