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Introduction

La nutrition des plantes intéresse |"homme depuis I'antiquité. De ce fait,
I” agriculture biologique, comme toutes formes d’ agricultures doit se poser la question
de son amélioration mais aussi, de I’ évaluation des moyens techniques de production.
Un tel enjeu implique une définition collective des objectifs a atteindre pour initier des
innovations et développer une maitrise des techniques de la production tout en se
questionnant sur les performances économiques et environnementales(Capitaine et
al.,2009). La nécessité de nouvelles orientations est particulierement mise en avant pour
faire face aux défis des prochaines décennies en matiere d' alimentation, de préservation
des écosystemes, de la biodiversité, des contraintes énergétiques et de changement
climatique (Bonny, 2011).

Le développement de I'agriculture biologique est basé a I'origine sur la
conduite d’un systéme de culture équilibré, c’ est pour cela que les agriculteurs sont
incités a se spéciaiser pour atteindre des rendements nécessaires a la demande du
marché. Cette orientation conduira les producteurs a faire appd le plus souvent aux
engrais du commerce pour assurer la productivité par la nutrition azotée des cultures
(Skerman, 1976).Malheureusement, le colt éevé des engrais, notamment des engrais
azotés, est souvent incompatible avec les ressources financieres de la majorité des
paysans des pays en voie de développement. L’ une des solutions permettant le maintien
ou |I’amélioration de la fertilité des sols, sans avoir recours aux importations d engrais
chimiques, consiste a utiliser les systemes fixateurs d’azote et ils appellent avec une
certaine urgence |’exploitation des possibilités offertes par les légumineuses (d'ou

I"intérét d’ implanter des fabacées en précédent) (Rinaudo, 1985).

Par leur capacité unique a fixer |I’azote de I’air a I’aide de leurs nodosités, les
légumineuses avec leur autonomie en azote réduisent I’ utilisation des engrais azotés
dans les systémes de culture (Naudin, 2009), Les légumineuses ont joué un role
essentiel dans le succés de la production & travers I'histoire. Elles contribuent par
environ un tiers de prise directe de protéine par I'nomme, tout en servant de source
importante de fourrage pour des animaux et d'huiles comestibles et industrielles grace a
leur capacité pour la fixation symbiotique d'azote (Smyklet et al.,2012). Cette qualité
nutritionnelle des graines de [égumineuses est un enjeu économique important suite ala
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demande croissante de protéines végétales pour la consommation animale et humaine.
Pour cette raison, la politique agricole commune a encouragé pendant des années la
production de sources protéiques pour I’ alimentation avec comme objectif de réduire le
déficit en protéine. L’ effet de cette politique s est traduit par une augmentation de la
production du pois, de féve et de féverole essentiellement en Europe du Nord, en
Europe du sud, et particulierement dans les régions méditerranéennes (da Silva., 1996).

La région de I'est algérien présente un climat meéditerranéen relevant des étages
bioclimatiques humide, subhumide et semi aride, elle se caractérise par une grande
diversité de |égumineuses spontanées et cultivées Les quelques variétés de la période
coloniale ont été perdues. L’érosion génétique pour cette culture a été pratiquement
totale. Le pois rond surtout cultivé en Algérie comme pois de casserie, éait en
régression marquée depuis une dizaine d’ années durant les années 50 en raison des prix
commerciaux et des débouchés qui s éaient effondrés. Depuis, le pois sec est tombé
cette espece. Les quelques variétés de la période coloniae ont été perdues. L’ érosion

génétique pour cette culture a été pratiquement totale. (FAO, 2006)

Les légumineuses ont plusieurs roles dans plusieurs domaines, aimentaire,
économique et agronomique (Bellon, 1993), avec une forte présence dans les
écosystémes naturels présentant un contraste de climat et de sol. Jusqu’ala fin du X1X*®
siecle, dles étaient |a principale source primaire d azote réactif et la seule utilisable en
agriculture gréce a une fixation symbiotique dans le systéme de production végétales
(Schneider, 2015). Dans certains pays comme la Chine et I'Inde, elles sont utilisées

comme engrais vert (Rinaudo, 1986).

Les sources d'azote minéral, pour les plantes supérieures, sont le nitrate (NOz ),
I'ammonium (NH,") et I'azote atmosphérique utilisé seulement par les végétaux qui
vivent en symbiose avec des bactéries fixatrices de |'azote atmosphérique
(N,) Plusieurs types de bactéries fixatrices d'azote sont reconnus. C'est le cas des
bactéries vivantes dans le sol ou dans I'eau, des bactéries symbiotiques produisant des
nodules racinaires dans des |égumineuses ou, des bactéries associatives fixant I'azote a
I'extérieur des racines des plantes, des bactéries fixatrices d'azote dans les racines, les
tiges et les feuilles des plantes (Takuji, 2014).En effet, lors de la symbiose entre les

|égumineuses comme le pois (Pisum sativum L.) et les bactéries du genre Rhizobium au
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niveau des nodules, ou se trouvent des souches tres performantes de bactéries fixatrices
d azote, une amélioration de la productivité de ces légumineuses est observée
(Cazenave, 2014).

La fixation d'azote des Iégumineuses a une énorme importance écologique,
économique et aussi alimentaire. En effet, la culture du pois peut présenter des atouts
considérables, permettant de répondre aux problématiques actuel de recherche de
produits riches en protéines, de plantes écologiques avec des cultures a faibles intrants
en particulier sur la nutrition azotée (Raveneau., 2014) d’ ou I’importance de notre
travail qui consiste a éudier la diversité des rhizobia nodulants le petit pois tout en
induisant une réduction importante de I'utilisation des engrais azotés, et en
sélectionnant les rhizobium qui peuvent avec une association avec les pois améliorer
|’ adaptation de cette plante par une améioration de leur fixation d azoteet une

amélioration de la nutrition.

Ce mémoire est structuré en trois chapitres. le premier traite les généralités sur
la fixation symbiotique et les |égumineuses, le deuxieme chapitre présente le matériel et
les méthodes suivies pour sa réalisation, le troisieme est consacré a la présentation des
résultats et leurs discussions et enfin, nous terminerons par une conclusion et quelques

perspectives.
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I- Lafixation biologique

La fixation biologique de I'azote est un processus qui permet de produire des
substances protéiques a partir de |'azote gazeux présent dans |'atmosphére de
I”environnement. C’ est |e processus de réduction enzymatique de I’ azote atmosphérique (N2)
en azote ammoniacal (NH3), cette forme d’' azote combiné représente la fin de la réaction de
fixation et le début de I'incorporation de I'azote fixé dans le squelette carboné (Hopkins,
2003).La fixation biologique de I'azote joue un rdle essentiel dans le cycle de |’ azote dans
I'écosysteme. Plusieurs types de bactéries fixatrices d'azote sont connues telle que les
bactéries vivantes dans le sol ou dans I'eau, des bactéries symbiotiques produisant des nodules

racinaires dans des légumineuses (Takuji, 2014).

[-1-L’azote atmosphérique

L'azote (N) est un éément essentiel pour toutes les formes de la vie, les quantités
d'azote assimilables par les plantes dans les sols sont faibles alors que cet éément constitue
souvent, avec le mangque d’ eau et de phosphate, un principal facteur limitant la croissance des
végetaux (Cleland et Harpole, 2010), 1l représente environ 2% des matiéres seches totales de
la plante qui pénétre la chaine alimentaire. Néanmoins, les plantes ne peuvent pas accéder
directement au gaz dinitrogene (N2) qui représente environ 80% de |'atmosphére, Elles
absorbent I'azote disponible dans le sol a travers leurs racines sous forme d'ammonium et de
nitrates. (Santi, 2012).

| -1-2- Importance del’ azote pour la plante

La disponibilité du sol en azote peut ére augmentée dans des zones agricoles par
I'offre d'engrais, mais dans les états naturels |’ azote se trouve sous forme inorganique, produit
par des microorganismes qui représentent moins de 5% du sol total (Salon et al., 2011).
Considéré comme un élément constitutif des végétaux, le plus important aprés le carbone et
qui doit étre sous une forme assimilable pour les plantes, c'est pour cette raison que les
plantes établissent des relations symbiotiques avec des bactéries (rhizobia) capables de fixer
et réduire |’ azote atmosphérique grace a un complexe enzymatique (nitrogénase) au sein des
nodules (Fossou et al., 2012).Cette enzyme des bactéroides est capable de réduire I'azote
atmosphérique en ammonium, elles se trouvent dans les nodosités des |égumineuses(Marie-
Esther,1983).
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L'azote (N) est un facteur limitant pour la croissance et le rendement des plantes, en
raison de sa faible disponibilité dans le sol, cet élément est un composant essentiel des
cellules au niveau structurel, génétique et métabolique, participant a beaucoup de processus
de croissance et développement de la plante, parmi les processus biologique fixateurs d’ azote
le plus étudiés est celui qui met en évidence I'association des légumineuses avec les

Rhi zobium.

I 1-La symbiose légumineuse-rhizobia

La symbiose Rhizobium-légumineuse est le résultat d'une interaction hautement
spécifiqgue entre la plante et la bactérie. A la suite de mécanismes complexes de
reconnaissance entre les deux organismes, via un dialogue moléculaire notamment, |a bactérie
induit chez la légumineuse la formation sur les racines d'un organe spécialise, le nodule, a
I'intérieur duquel la bactérie, intracellulaire, se différencie en bactéroide capable de fixer
I'azote atmosphérique en le réduisant, via le complexe nitrogénase, en ammonium (PERRET
et al.,2000)

Les légumineuses fourrageres tel que le pois présentent beaucoup d’ atouts notamment
par leur teneur élevée en azote et leur capacité d’ apporter une fertilisation azotée (Aufrere et
al., 2012).En effet, les |égumineuses peuvent pousser dans le sol sans azote combiné gréace a
la fixation de I'azote atmosphérique en collaboration avec le rhizobia (Vladimir,2013). En
effet, les légumineuses ont un intérét agronomique et environnemental dans les rotations
culturales puisque elles sont capables de fixer |'azote atmosphérique et permettent
d’ économiser les apports d' engrais azotés (Tolleter, 2007).

Les rhizobia sont des bactéries gram négatives vivant dans le sol et capables d’ éablir
une interaction symbiotique avec les légumineuses. Pendant cette interaction mutuelle, les
bactéries apportent |'azote combiné, sous forme d'ammoniaque directement transformée de
I’ azote atmosphérique a la plante. En retours, la plante fournit des hydrates de carbone et
dével oppe de nouveaux organes sur ses racines qui accueillent les bactéries ce qu’ on appelle
les nodules (Poinsot, 2012).

I1-1-La Spécificité d’héte
Il y’a une forte spécificité dans la symbiose entre les |égumineuses et le Rhizobium, ce
dernier est un genre de bactéries qui survit universellement dans le sol, ils colonisent les cellules
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des légumineuse dans des nodules de racine et fixe I’ azote atmosphérique pour le transformer en
ammoniagque (Takashi Sato, 2014).

La formation de la symbiose |égumineuse-rhizobium exige I'infection réussie des racines
des Iégumineuses avec des rhizobia dans des cellules de la plante, ou les bactéries favorisent la
formation d’un nodule, dans lequel |'azote atmosphérique est fixé par les Rhizobium aux dépend

des ressources énergétiques de la plante (Glyan’koet et al., 2013).

I1-2-Facteurslimitant |’ association symbiotique des légumineuses

L’ association symbiotique peut étre affectée par plusieurs des facteurs limitant tels que
la secheresse, la salinité les changements climatiques tel que températures extrémes, la
présence des métaux lourds ainsi que la faible disponibilité d'éléments nutritifs (ELDIN,
1989)

[11-Laculturedu Poisen Algérie

En Algérie, la culture du pois est soumise aux contraintes séveres telles que la
sécheresse, la salinité et des maladies depuis plusieurs années consécutives (Tadja, 2009).La
production du pois est particulierement répondue a Oran, Sidi bel Abbés et Tlemcen (Nord)
ou elle est soit en culture normale ou en jachere. Son exportation est réglementée par |'arrété
du 27 juin1958 et soumise au contrble de I'OFAAET (Office algérien d’ Action Economiques
Touristique) (Laumont, 1960).

IV-Données sur la culture du Pois (Pisum sativumL )
IV-1-Historique

Le Pois (Pisums ativum L.), appelé aussi Pois sec ne faisait guere avant 1830, que
I'objet de quelques cultures de plein champ dont la production était réservée a la nourriture
des classes pauvres et des habitants des campagnes. Les surfaces cultivées ont, par la suite,

progressé assez régulierement jusgu'en 1929 (Laumont, 1960).

IV-2-Origine et répartition biologique

Le pois (Pisum sativum L.), originaire dAsie du Sud-ouest, était parmi les premieres
cultures cultivées par I'hnomme. On trouve encore des pois sauvages en Afghanistan, en Iran et
en Ethiopie. Cette culture a longtemps été cultivée aux Etats-Unis et, historiquement, le pois

de la campagne était |'une des meilleures cultures commerciales du Wisconsin. En 1909, 78
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000 acres ont éte plantées et une partie de I'est et du nord-est du Wisconsin a conduit le pays a
la production de pois sur le terrain. La culture du pois a conduit a une séparation progressive
des types: ceux cultivés pour l'utilisation des légumes, ceux cultivés pour la semence et le
fourrage, et les types de plateaux comestibles qui ont évolué plus récemment (Oelke et al.,
1991).

IV-3-Classification
L'espéce Pisum sativum L. appartient au genre Pisum, classe dans la tribu des Fabeae

(Viciae), cette derniere regroupe diverses especes de plantes herbacées annuelles, réparties en
cing genres : Lathyrus L. (gesse/pois doux, environ 160 especes), Lens (lentilles, 4 espéces),
Pisum L. (pois, 3 espéces), et Vicia L. (vesces, environ 140 espéces) et |e genre monotypique
Vavilovia (Smyka et al., 2011). La classification la plus récente du genre Pisum, apres avoir
compté plusieurs especes, ne regroupe plus que trois especes.
-P. sativum L.

e Subsp. sativum (comprend var. sativum et var. arvense)

e Subsp.elatius
- P. fulvum
- P. abyssinicum (Ciedarovaet a., 2011)

IV-3-1-Taxonomie
Lataxonomie du Pisum sativumLest |a suivante :
Regne: Plantae

Sousrégne: Viridaeplantae
Infra-regne: Streptophytae
Division : Tracheophytae
Sous-division : Spermatophytina
Infra-division : Angiospermae
Classe : Mongoliopsidae

Super —ordre: Rosanae

Ordre: Fabales

Famille: Fabaceae

Genre: Pisum

Espece : Pisum sativum L (Benantar et Ayouni, 2015).
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IV-4-Utilisations et intérét du pois

Le pois, Pisum sativumL, est une légumineuse d’intérét agronomique connue depuis
I"antiquité. 1l était utilisé pour la consommation humaine et animale. Au Moyen-age, le pois
était surtout considéré comme légume sec, riche en énergie et en protéines puis, il été cultiveé
comme légume frais pour la premiére fois en France (Tolleter, 2007).

Le pois présente un intérét potentiel par suite des progres attendus de sa culture, de la
qualité de ses protéines et sa richesse en lysine (Quemere et al., 1982), c'est une excellente
source de protéines et d'énergie car ses derniers sont reconnus comme tres dégradables
(Pelletier., 1999). Ces protéines présentent une qualité correspondante aux besoins de
I'alimentation animale en eau et en énergie, ainsi qu’ une autonomie de sa nutrition azotée en
conséquence, il a un impact positif sur la réduction des rejets de gaz a effet des serres et la
tendance al'acidification des sols (Munier et Carrouée, 2003). Cet Azote contribue aussi a la
diminution des émissions de gaz a effet de serre liés a la synthese des engrais azotés. D’ autre
part, le pois permet de réduire les pressions parasitaires dans les rotations céréalieres. Enfin,
dans les systemes de polyculture-élevages, il constitue un atout pour la recherche de
I” autonomie en protéines de I’ exploitation (Corre-Hellou., 2006).

en France I’ utilisation du pois comme supplément protéique dans les aliments du porc
est une pratique dga ancienne (Bourdon. et al., 1977).Le pois, de méme que les autres
légumes secs, est un aiment indispensable pour les populations peu consommatrices de

produits carnés (Munier, 2003).

I V-5-Rhizobiums associés au pois

Selon des éudes basées sur les Séquences dARNr16S, les Bradyrhizobium,
Azorhizobium et Rhizobium renferment les espéces qui forment des nodules dans les racines
ou les tiges des légumineuses (Martinez, 1994).En effet, les rhizobia qui infectent les
légumineuses hétes, comme les pois communs, ont é&é placés dans une seule espéece,
Rhizobium leguminosarum. Cette espece a été subdivisée en trois sous espece qui sont R.
leguminosarum, bv.Viciea, R. leguminosarumbv. phaseoli. R. legumineusarum,bv. etli,
(Berkumet al., 1996).

Les légumineuses de la tribu des Viciae (Pisum, Vicia, Lathyrus, et Lens) ont

longtemps été considérées comme ne pouvant éablir la symbiose qu’ avec une seule espece
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bactérienne, Rhizobium leguminosarum bv viciae. Cette classification a changé depuis 2008,
d autres espéces de Rhizobum ont été décrites pour des souches capables de noduler certaines
espéces de légumineuses de la tribu des Viciae, comme Rhizobium fabae, isolé a partir de

nodules Vicia fabae en Chine et capable de noduler le pois (Tian et al., 2008).

IV-6- Combinaison del’assimilation des nitrates et fixation d’ azote chez le pois

La fixation de l'azote permet d'obtenir un produit agricole riche en protéines.
Cependant, la voie de la fixation symbiotique de |'azote n'est pas exclusive. En effet, le pois
peut combiner la fixation et assimilation des nitrates du sol, dans ce cas, la voie de
I'assimilation minérale prédomine sur la voie de la fixation symbiotique. La capacité a fixer
I'azote atmosphérique n'est donc pas un frein a I'utilisation des nitrates présents dans le sol
mais sguste en fonction de la disponibilité en azote et ces besoins (Munier et Carrouée,
2003).

(Keyser et al., 1982) ont décrit les rhizobia a croissance rapide qui produisent des
nodules et fixent de l'azote atmosphérique, classés dans le genre Rhizobium avec deux
groupes lies Rmeliloti,et R.fredii, bien que leur gamme d'hdtes soit semblable a celle des

especes a croissance lente Bradyr hizobium japonicum(Jarvis et al., 1992).
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Résultats et discussion

|- | solement de souches bactériennes
10 souches ont été obtenues.

| -1-Caractérisation morphologique desisolats
Parmi
caractérisation et I'identification des rhizobiums, une des plus remarquables est leur

les caractéristiques morphologiques et culturales utilisées pour la

croissance sur milieu YMA (Vincent, 1970). Les colonies présentent un aspect lisse,
circulaire a punctiforme, de taille variable de 1 a 2mm de diamétre, a contour régulier, de
couleur beige, jaune ou blanche. Elles sont bombées, muqueuses, opaques et rarement
tranducides (Tableau I11).L’ensemble de ces caractéristiques morphologiques rapproche
cesisolats au genre Rhizobium (Jordan, 1982).

Une variation dans la production et la densité des exopolysaccharides a été
observées avec la plupart des isolats. Toutefois, la souche Ps3 se caractérise par une
production plus importante.

Tableau I11: Caractérisation morphologique des colonies

Caractéres
Forme Taille Couleur Aspect Opacité | EPS Du_reede
(mm) Ccroissance
Souches
Ps3 Punctiforme <1 Jaune Gluant ++ ++++ 3]
Ps5 Ronde 1 Jaune Seche + + 7j
circulaire et : R .
Ps 7 bombée 1 Beige Seche + ++ 6]
Circulaireet . .
Ps8 bombée 2 Jaune | Mucoidae - - 7
Ps9 Punctiforme 2 Jaune Gluant + + S
Ps10-1 Punctiforme 2 Jaune Gluant + + 9j
Ps10-2 R‘f.”deq <1 | Jame | Gluant + ¥ 7]
isse
Ps1l Punctiforme <1 Jaune Gluant ++ ++ 10j
Ps12 Punctiforme Beige Gluant ++ + 10j
Ps14 Punctiforme 2 Jaune Gluant + ++ 12
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La caractérisation culturale sur le milieu YMA additionné de rouge Congo montre
que toutes les souches le dégradent. Toutefois, elles présentent des aspects variables.

|-1-1-Coloration de Gram

L’ observation microscopique montre des cellules de différente forme bacille et
coccobacille petits, Gram (-).

FigureV : Coloration de Gram observées sous microscope (Gx100)

[-1-2- Test au Bleu de Bromothymol

A I'exception des souches Ps 3 et Ps 14 qui provoquent |’ acidification du milieu
YMA au BTB, la plupart des isolats provoque son acalinisation (figure VI). D’ apres
Lesueur(1996), les souches alcalinisantes sont a croissance lente et appartiennent au genre
Bradyrhizobium. Par ailleurs, (Keneni et al., 2010) a rapporté que les isolats producteurs

d acide avec une croissance rapide sont semblables a Rhizobium leguminosarum
biovar.vicia

Figure VI : Résultat du test au bleu de bromothymol
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|-2- Caractérisation biochimiques
1-2-1- Laproduction d’indole

Les résultats montrent la présence de la formation d’ un anneau rouge a la surface
des tubes, ce qui indique que nos souches produisent de I'indole a partir du tryptophane
(figure V1), ce test permet de mettre en évidence la présence de latryptophanase ainsi que

I”identification des entérobactéries (bacille Gram -)

FigureVII : Résultats du test d'indole

[-2-2- Résistance aux antibiotiques

Nos souches se sont révélées plus sensibles a la Kanamycine, Tétracycline,
Cefoxitine, Amikacyne, Céfotaxime, Méropéneme et un peu moins sensibles al’ Oxacillin,
Néomycine, Gentamicine et la Céftazidime. La plupart des souches sont moins sensibles a
I” exception de Ps12 et Ps14 qui sont tres sensibles avec un diametre de 33 et 34mm.

La sensibilité a la Tétracycline et Kanamycine dans notre étude est comparable a
celle rapporté par (Jordan, 1984) pour le genre Rhizobium (Schwinghamer, 1985) a montré
que les souches isolées de R. trifolii  étaient en genéral en cible a la plupart des
antibiotiques utilisés, tandis que les niveaux de résistance les plus élevés se sont produits
contre la spectinomycine et chloramphenicol.

La sensibilité des isolats aux antibiotiques peut étre due au fait que ces bactéries

n'ont pas été exposees a ces antibiotiques dans des conditions naturelles (environnement).
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Tableau |V : Résultats de I’ antibiogramme

ATB/ K Ox TE GEN Fox NE CAZ AK CX MEM
Souche | mm | mm | Mm mm mm | Mm Mm Mm Mm | 10mm
Ps 3 21 6 40 19 28 10 12 20 25 6

Ps5 20 6 45 16 16 10 27 20 24 20
P7 23 6 44 15 15 10 6 24 25 30
Ps8 20 6 40 18 27 10 6 11 24 30
Ps9 18 6 35 12 26 13 6 17 20 25
Ps10-1- | 22 6 37 15 18 11 6 22 25 24
Ps10-2- | 23 6 35 18 17 10 6 20 24 20
Ps11 20 6 40 19 21 10 8 15 18 33
Ps 12 16 6 28 15 26 8 33 18 22 30
Ps14 | 20 6 32 19 30 10 34 20 25 34

|-2-3- Recherche dela catalase

Les résultats montrent que nos souches produisent une effervescence au contact

avec |’ eau oxygénée, donc elles sont catalase positive. Selon (Vincent, 1981), la présence

de la catalase est |” une des caractéristiques principal e des souches de Rhizobium.

I-2-4- Production d’ oxydase

La recherche de I’ oxydase présente un intérét taxonomique en ce qui concerne les

bactéries a Gram (-). La présence d’une oxydase constitue |’ une des caractéristiques des
souches de Rhizobium (Vincent, 1981).

FigureVIII : Résultats de test d’ oxydase
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[-2-5- Sensibilité aux métaux lourds

La plupart des souches isolées sont apparues résistantes a différentes
concentrations des métaux lourds, al’ exception de Ps 10-2, et Ps 11 qui sont inhibées a des
concentrations correspond a 654 et 800 (Tableau V) pour Zn. En ce qui concerne le casdu
cadmium la plupart des souches résistes a des concentrations testées. Toutefois il asignalé
que les souches (Ps 11, Ps12) sont inhibées a partir d’ une concentration de 100 ug/ml.

Par ailleurs pour le Pb on constate que la plupart des souches sont inhibées a la 3éme
concentration 1500ug/ml.

La sélection de souches résistantes aux métaux lourds présente un grand intérét
pratique. Plusieurs recherches se penchent actuellement sur I’ utilisation de la symbiose
entre des rhizobia et des Iégumineuses résistantes comme un moyen efficace de « bio-
remédiation » contre la contamination des sols par les métaux lourds. En outre, |’ utilisation
du rhizobium comme un agent de prévention dans les sols contaminés a été récemment
rapportée par (Abbes et Kamel 2004)

Tableau V: Sensibilité des souches aux métaux lourds

M étaux Zn Cd Pb

Souche | 200 | 400 |654 |800 |50 |100 |1124 | 150 | 1000 | 1500 | 2072 | 2500
Ps3 + + + + + + + + + + - -
Ps5 + + + + + + + + + + - -
Ps7 + + + + + + + + + + - -
Ps8 + + + + + + + + + - - -
Ps9 + + + + + + + + + - - -

Ps10-1- + + + + + + + + + - - -

Ps10-2- | + + - - + + + + + + - -
Psl1 + + - - + - - - + + - -
Ps12 + + + + + - - - + + + -
Ps14 + + + + + + + + + + + -
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[-2-6- | dentification par galerie APl 20 NE
Toutes les souches hydrolysent de I'esculine mais ne possedent pas de tryptophane
désaminase. La plupart des souches dégradent |’ urée et réduisent les nitrates. Par ailleurs,

on constate que les souches Ps9 et Ps12 présentent |es mémes caractéres.

Tableau VI : Résultat de Lagaerie APl 20 NE

Sucres

. Ps3 | Ps5 | Ps7 | Ps8 | Ps9 | Ps10-1 | Ps10-2 | Ps11 | Ps12 | Ps14
Caracteres

NO3 + + + - + + + - + +

TRP - - - - - - - - - -

ADH

URE

+ |+ |+
1

ESC

++ |+

GEL

+ 4|+ |+
Cl+
+| 4|+ +

OPNG

|-3-Caractérisation physiologique
|-3-1-Effet du pH

Lafigure IX montre que toutes les souches se dével oppent aux différents pH testés.
Toutefois, on remarque gue la croissance dans les milieux a pH basique est plus importante
comparée a celle observée sur les milieux a pH acides. Seule la souche Ps10-1 présente une
croissance comparable sur les pH testés. Ces résultats concordent avec ce qui a été rapporté
par (Jordan,1984) qui a constaté que les bactéries appartenant a la famille des endophytes
symbiotiques, tolérent parfaitement les pH alant de 4.5 a9 ains qu’ avec ceux enregistrés
par (Keyser et Munns,1979), qui ont détecté la croissance de leurs souches a des conditions
assez basses de I’ acidité avec des valeurs de pH entre 4.5 et 6.3.

L’ action des pH alcalins sur les bactéries peut se manifester soit par une ionisation
des molécules, ce qui ralentit leur passage dans le cytoplasme (Tungan et Martin, 1985),
soit en modifiant la solubilité des gaz ou la disponibilité des substances nutritives vis-a-vis
des cellules bactériennes (Schwartzbord, 1985), soit en inactivant certaines enzymes
indi spensabl es au métabolisme bactérien.
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Figure |l X: Croissance sur milieux a différents pH

|-3-2- Effet detempérature

Toutes les souches retenues dans cette étude présentent une meilleure croissance a
des températures entre 28°C et 32°C.
(Jordan, 1984) a rapporté que la température maximale pour R. leguminosarum bv.trifolii
est de 30 °C.

Nos résultats (Figure X) concordent avec ceux rapporté par (Zahran, 1999), Pour la
plupart des rhizobiums, I’ intervalle de température de croissance est de 28 a 31°C.
Ces résultats corroborent la grande variabilité de la thermo-tolérance rapportée chez les
diverses especes et souches de rhizobia

0,7
0,6 —@— Ps3
—@—Ps5
0,5
— Ps7
g 0,4
8 i —@—Ps 8
)
= —@—Ps9
o 0,3
[a) Ps10-1-
0,2
—@— Ps10-2-
0,1 —@—Psll
0 —@—Ps12
26 31 36 41 —@—Ps14

Température °C

Figure X : Effet delatempérature sur la croissance des isolats
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1-3-3-Tolérance au NaCl

Laflore du sol, les bactéries nodulants |es |égumineuses, les rhizobia en particulier,
sont exposés a |’ action de divers facteurs abiotiques, notamment les sels. En généra, les
effets du NaCl semblent ére un bon indicateur de la réponse des rhizobiums aux
conditions de salinité (Diez et al., 2009).

Les résultats obtenus, montrent que la maorité des souches présentent une
tolérance ala salinité jusgu'a une concentration de 4%.

Les rhizobia tolérants au sel peuvent avoir le potentiel daméliorer le rendement de
|égumineuses sous stress salin (Fuskhah etal., 2014). Ceci est constaté dans la plupart des
travaux en relation avec la taxonomie des rhizobia. Cette tolérance s explique le plus
souvent par la présence de molécules osmoprotectrices dans les cellules bactériennes (Nour
et al., 1995).

0,4
0,35 —e—Ps3
0,3 —e—Ps5
,g 0,25 Ps 7
IS e —e—Ps3
% 2 Ps9
a 0,15 Ps10-1-
0,1 —e—Ps10-2-
0,05 —e—ps 11
0 —e—Ps 12
0% 1% 2% 3% 4% 5% —@—Ps14
[NaCl] (%)

Figure X1 : Effet du NaCl sur la croissance des isolats

|-3-4- Cinétique de croissance des souches

Le suivi de la croissance des souches est une méthode utilisé afin de déterminer le
parametre cinétique de croissance, la representation graphique de I'évolution de la
croissance en fonction du temps(figure XI1) permet de déterminer le temps de génération
ainsi, 3 souches a savoir Ps3, Ps5 et Ps7 présentent un temp de génération inferieur a 6
heures tandis que, les autres souches présentent un temps de génération qui varie de 6 a
9h.13min.
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Figure X11 : Cinétique de croissance des différentes souches

les souches Ps 3, Ps 5 et Ps 7 sont a croissance rapide leur temps de génération
(Figure XII) est inferieur a six heurs nos résultats sont en accord avec (Deshwal et
Chaubey, 2014) qui ont rapporté que des isolats nodulant les racines du pois ont un temps
de génération moyen allant de 3h et 3h,6min.

(Stowers, 1985) a raporté que les rhizobiums isolés des |égumineuses d'origine
tempérée, telles que R. trifolii, R. leguminosarum, R. phaseoli et R. meliloti sont désignés
comme étant a croissance rapide et présentent des temps de génération de moins de six
heures aors que, les souches a croissance lente telles que R. japonicum et R. lupini isolés
des légumineuses d’ origine tropicale, qui ont des temps de génération supérieurs a six
heures qui est le cas de nos autres souches.

La durée de croissance a été mesuré en prenant la densité optique (DO) a 600 nm
des souches a chaque intervalle de 24 h. Le graphique a été Tracé en fonction du temps de
génération qui a été calculé en utilisant la formule suivante:

Temps de génération = 24 x log2 / t1- t0

24



Résultats et discussion

Tableau VII : Temps de génération des isolats

Souches a Souches a
croissancerapide croissance lente
Ps3 4h 20min Ps8 7h.13min
Ps5 4h.55min Ps9 7h.40min
Ps7 4h.36min Ps10-1- 9h.8min
Ps10-2- 8h.18min
Ps11 7h.36min
Ps12 9h.3min
Ps14 6h.36min

[-3-5- Tests de nodulation
L’expérience a éé menée pour permettre le bon développement du systéme
racinaire et pour évaluer la capacité de nos souches de former des nodules sur les racines,
selon nos résultats il y’a eu formation de nodule pour la souche Ps 9 et Ps 11(figure XI11).
La plupart des autres souches n’ont pas nodulé, I'absence de la nodulation ne
permet pas de tirer la conclusion sur la non appartenance de ces souches aux rhizobia. Ceci
pourrait étre di a la spécificité de la nodulation de ces souches pour leur plante héte

d origine.

Figure XI11: Résultats du test de nodulation
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|- Caractérisation nutritionnelle

[1-1- Assimilation des sucres

Les résultats du test d' assimilation des différents sucres montrent que la totalité des
souches assimilent tous les sucres testés. Sans pour autant avoir une préférence pour les
monosaccharides et polysaccharides.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par (Stowers, 1985), les sources
de carbone (le maltose et lactose, glucose, galactose, Rhamnose, sorbitol, arabinose,
xylose, saccharose et glycérols) sont généralement utilisées par les bactéries du genre
Rhizobium, ce méme auteur a rapporté que les rhizobiums a croissance rapide sont
capables dutiliser une large gamme d'hexoses, de pentoses, des disaccharides, les tris

saccharides et |es acides organiques.

Tableau VIII : Résultats d’ assimilation des sucres

Souches
Sucres

U
w
U
(62
U
\]
U
(o]
-
©

Ps10-1- | Ps10-2- | Ps11 | Ps12 | Ps14

+
+

Saccharose

Raffinose

M altose

L actose

Salicine

Sor biose

Tréhalose

L évulose

Glycérol

Galactose

Arabinose

Cellobiose

o I e o o I o [ S g [ o B
o o e o o I o o e g (e o R I
o o e o o I o [ S g [ o R
o o e o o I o [ e B [ o R
o o e o o I o S I g ey o P I
|+ |||+
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|||+
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Conclusion

L’amélioration de la production agricole nécessite la sélection préalable de souches
bactériennes efficaces, adaptées aux conditions environnemental es stressantes.
la présente étude consiste a isoler des bactéries symbiotiques dans le cadre de

I”amélioration de la productivité des |égumineuses par I’ optimisation de la fixation d’ azote.

L’ étude des caractéristiques phénotypiques a permis, d’ une part, de déterminer le
niveau de variabilité morphologique entre les 10 souches isolées a partir des nodules
racinaires de la légumineuse Pisum sativum L. et d’ autre part, d’ évaluer le comportement

de la croissance bactérienne de ces isolats aux différentes conditions environnemental es.

Au terme de cette étude, on retiendra que :
- Les souches isolées présentent une grande diversité morphologique et physiologique sur

le milieu de culture Y MA.

-La plupart des souches étudiées sont capables de se développer dans une gamme de pH

allant de 4 a 10, avec un optimum de croissance a pH basique compris entre pH 6 et 8.

- Une large tolérance au NaCl, et aux températures a éé notée pour |’ensemble des

souches.
- Toutes les souches sont sensibles atous les antibiotiques utilises.

- Une large gamme d'utilisation de substrats carbonés comme source de carbone et

d énergie est observée chez toutes les souches.

-la plupart des souches présentent une tolérance aux métaux lourds testés (Zn, Cd et Pb) et

adifférentes concentrations.

L’ éude de la cinétique de croissance sur milieu YMA a montré que la plupart des
souches sont a croissance lente avec un temps de génération supérieur a 6h, tandis que, les
souches Ps 3, Ps 5 et Ps 7 présentent une croissance rapide (temps de génération inférieur a
6 h).

Ces souches tolérantes deviennent plus intéressantes pour la nodulation et la

croissance des plantes. Cela permettra de les exploiter afin d assurer la fixation biologique



de I'azote dans les systémes agricoles. Pour compléter cette étude et parvenir a réaliser ces
objectifs, d' autres travaux doivent étre réalisés:

- La caractérisation a travers d’autres caracteres inexplorés (utilisation des acides

aminés, des acides organiques, ...)
- L’étude delatolérance aux autres métaux lourds et a d’ autres concentrations.

- Larédisation du test de nodulation sur la plante héte d origine et sur d autres

légumineuses, dont le but d’ évaluer |e spectre d' hotes.
- Evaluer la capacité fixatrice d' azote (activité nitrogénase)

- Caractérisation moléculaire a travers I’ é&ude des genes symbiotiques et des genes

de ménages.
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Annexe

Annexe 01

Milieu YMA (Vincent, 1970).

Y=g 1 o S SSN 10g
Extrait delevure.........ccooveceeevecce e 0.4g
KoHPOA oot eeeeeeeeee e seeeeee s 0.5g
MQSOs, TH2O ...t 0.2g
NBCH ..o s 0.19
AQAN e 15¢g
Eau distillée.....ooeiicce e 1000ml

LepH est gusté 26.8

Milieu YMB (Vincent ,1970)

IMANNITOL ... e 10g
Extrait delevure ... 0.4g
0 | © 0.59
MOS0 TH20 oeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeee s eesess s 0.2g
N = S 0.1g
Eau distillée.....ooeeiecccc e 1000ml

Le pH est gusté a6.8

Milieu nutritif de Jensen

-Solution minérale stock (10x)

(= | = O YR 5 P ©) FH R 10g
O = 1= @ TR 0.2g
MOSO4(TH20) eoeiiiiiieiieeee e 0.5g
NBCH ..o s 0.2g

-Solution FeCl 5(10x)
FOCI 5ttt 0.1g
H20 100ml
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-Solution d’oligo-éléments (10x)

CUSO ... eeee e 0.16g
ZNSOA ..o 0.4g
MINSOA ... s 3.69
(NHA)2MO, TH20 .o 0.5g
H3BOB 0. ..oeeeeeeeeeeeeeees e ses s seeeeees 004g
H20 e 200ml

Dilution (1x)

Solution minérale (Stock X 10) ......ccccevveverieerieenns 100ml
Solution FECI2 (10X) ..vveveeeerieee e 0.3ml
Solution d oligodlément (10X) ......cccevvevveeeneeriereene o1ml
H20 e 900ml
Annexe 03

-Résultats des testes biochimique

souches | Aspect sur Aspect sur | nitrate | oxydase | indole
RC BTB
Ps3 Absorbance | Acidification + + +
Ps5 Dégradable | Alcalinisation + + +
Ps7 Dégradable | Alcalinisation - + +
Ps8 Dégradable | Alcalinisation + + +
Ps9 Dégradable | Alcalinisation + + +
Ps 10 Dégradable | Alcalinisation - + +
P-slio Dégradable | Alcalinisation - + +
-2
Ps11 Dégradable | Alcalinisation + + +
Ps12 Absorbance | Alcalinisation + + +
Ps14 Dégradable | Acidification + + +
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Annexe 04

Tableau desvaleursdela densité optique

Temps| O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
jours)
souches
Ps3 0.022 | 0.495 | 0.723 | 0.740 | 0.680 | 0.670 | 0.689 | 0.900 | 0.998 | 0.967 | 0.629
Ps5 0.018 | 0.528 | 0.665 | 0.731 | 0.692 | 0.693 | 0.687 | 0.896 | 0.977 | 0.893 | 0.889
Ps 7 0.016 | 0.593 | 0.761 | 0.791 | 0.740 | 0.745 | 0.757 | 0.945 | 1.078 | 0.712 | 0.705
Ps8 0.055 | 0549 | 0.552 | 0.650 | 0.586 | 0.595 | 0.608 | 0.817 | 0.956 | 0.702 | 0.699
Ps9 0.040 | 0.349 | 0.553 | 0.588 | 0.578 | 0.706 | 0.716 | 0.724 | 0.929 | 0.660 | 0.658
Ps10-1 0.043 | 0.266 | 0.584 | 0.622 | 0.704 | 0.587 | 0.593 | 0.823 | 1.018 | 0.616 | 0.610
Ps10-2 0.063 | 0.643 | 0.549 | 0.576 | 0.637 | 0.640 | 0.645 | 0.633 | 1.068 | 0.618 | 0.611
Ps11 0.023 | 0.205 | 0.326 | 0.694 | 0.824 | 0.687 | 0.699 | 0.913 | 1.079 | 0.710 | 0.704
Ps12 0.018 | 0.073 | 0.231 | 0.543 | 0.682 | 0.657 | 0.668 | 0.912 | 1.022 | 0.838 | 0.832
Ps 14 0.34 | 0.62 | 0.415| 0.575| 0.508 | 0.491 | 0.500 | 0.487 | 0.813 | 0.602 | 0.597




Résumé

Dix isolats nodulaires de Pisum sativum L. de la région de Semaoun (Wilaya de
Begaia) ont fait I’objet d'une caractérisation phénotypique a travers I’ étude des caracteres
culturaux, biochimiques et physiologiques. Les tests de tolérance aux stress abiotiques
(salinité, pH et température) ont montré que la plupart des souches se dével oppent en présence
de 2% en NaCl, préferent les pH basiques et présentent une meilleure croissance entre 28°C et
32°C. La caractérisation symbiotique a révélé la formation de nodules chez 2 isolats (Ps9,
Psl11). L’ auxanogramme montre que tous les isolats assimilentles différents sucres testés. La
plupart de nos souches sont apparues résistantes a différentes concentrationen Zn, Cd, et Pb et
sont sensibles aux différents antibiotiques. La cinétique de croissance a montré que ces
souches sont divisées en deux groupes, rhizobium a croissance rapide et rhizobium a
croissance lente.

Mots clés : Pisum sativum L, rhizobium, caractérisation phénotypique, facteurs
abiotiques.

Abstract:

Ten nodular isolates of Pisum sativum L. from the Semaoun region (Wilaya de Bejaia)
have been phenotypically characterized through the study of cultural, biochemical and
physiological traits. Abiotic stress tolerance tests (salinity, pH and temperature) showed that
most strains develop in the presence of 2% NaCl, prefer basic pH and show better growth
between 28°C and 32°C. The symbiotic characterization revealed the formation of nodulesin
2 isolates (Ps9, Ps11). The auxanogram shows that all the isolates assimilate the different
tested sugars. Most of our strains have been shown to be resistant to different concentrations
of Zn, Cd, and Pb and are sensitive to different antibiotics. Growth kinetics showed that these
strains are divided into two groups, fast-growing rhizobium and slow-growing rhizobium.

Key words : Pisum sativum L, rhizobium, phenotypic characterization, Abiotic Factor.
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