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Introduction

La demande mondiale pour augmenter la production alimentaire et réduire
simultanément les apports d’engrais azotés dans 1’agriculture justifient la nécessité
d’intensifier I’utilisation des cultures de 1égumineuses (Ferguson et al., 2018).

La vesce commune (Vicia sativa L.) est I’une des 1égumineuses fourragére les plus cultivées
pour plusieurs raisons, notamment pour sa grande valeur nutritionnelle, ainsi que sa capacité a

se développer dans un large éventail de conditions climatiques et pédologiques.

La vesce est également capable de produire ses propres nitrates, un élément nutritif
essentiel pour une croissance saine de la plante (Abbasi et al., 2014) via 1’établissement de
relations symbiotique avec les microorganismes du sol ; raison pour laquelle de nombreuses
approches expérimentales ont été effectuées pour élaborer et étudier les interactions
bénéfiques entre les bactéries rhizosphériques et les plantes (Gamalero, 2022) tels que les
PGPR (Plant growth Promoting Rhizobacteria) et les bactéries fixatrices de I’azote.Ces
microorganismes telluriques peuvent améliorer la croissance des plantes via une large gamme
de mécanismes tels que la solubilisation du phosphate, la production de phytohormones, la
fixation biologique de I'azote. Certaines bactéries sont capables d’avoir un effet protecteur
en induisant des mécanismes de défense via I'élimination des agents pathogenes (Glick,

2012) et la résistance systémique induite (RSI)(van Loon, 2007)

Les substances favorisant la croissance sont susceptibles d'étre produites en grandes
quantités par ces rhizobactéries qui influencent indirectement la morphologie générale des
plantes, ce qui en fait un élément fiable dans la gestion d'un systeme agricole durable
(Bhattacharya et Jha, 2012), qui pourrait remplacer ou diminuer efficacement les intrants
chimiques introduits dans le sol qui sont & la fois onéreux et polluants (Verma et al.,
2013).

L’objectif de cette ¢tude est d’évaluer I’effet de 1’inoculation des souches a effet
PGPR sur le développement de la vesce commune (Vicia sativa), et de sélectionner des
souches indigenes & haut potentiel promoteur de la croissance de plantes. L’évaluation de
potentiel symbiotique entre les bactéries fixatrices d’azote indigénes du sol et leur plante hote
apres 1’inoculation est également parmi les objectifs visés. Huit souches ont été testées, leur

identification a été basée sur la détermination des caracteres morphologiques et biochimiques.
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Chapitre I Etude bibliographique

I. Généralité sur les légumineuses

Les légumineuses occupent la deuxiéme place aprés les céréales en termes de
production agricole, nutrition humain, et alimentation animale (Bosmali et al., 2022) ; elles
forment une grande famille (Fabaceae) qui comprend des plantes a caractére ormental,
fourragére et alimentaire, ces derniers sont distribuées en 3 groupes: Les légumes sec
(lentilles, pois..), les oléagineux (arachides...) et les légumes a gousses (Remond et warlrand,
2017).

Les fabaceaes comprend 670 genres et environ 20 000 espéces, repartie en trois
sous-familles (Papilionoie, Mimosoideae et Caesalpinioidae (Lewis et al.,2005), elles
présentent toutes une particularité dans leur systéme racinaire, une symbiose avec une bactérie
du sol (Rhizobia), qui leur permet de bénéficier de 1’azote de 1’air pour leur croissance, et
pour produire leur propre protéines sans recours aux intrants chimique (Le Chatelier et al.,
2016). Parmi les légumineuses les plus étudiées est celui de genre Vicia, cette légumineuse a
une importance économique remarquable pour les humains et les animaux, en raison de sa

valeur alimentaire, fourragere et médicinale (Haqg et al., 2022).
1. La Vesce commune (Vicia sativa L.)

Vicia sativa L ou la vesce commune est une légumineuse annuelle appartenant & la
famille des fabaceae et au genre vicia. Ce genre contient environ 180 a 210 espéces (Xi et al.,
2022). La vesce commune (Vicia sativa) est cultivée sous forme d'engrais vert qui fournit une
couverture végétale rapide au sol, et enrichit le sol en azote du fait de sa capacité a fixer
I'azote de Il'air, ainsi en en matiere organique. Selon Pal et Zmobik, (2022), la Vesce peut
réduire I'érosion des sols pendant I'automne. La vesce commune varie considérablement, y
compris les formes sauvages, les mauvaises herbes et les variétés cultivees, c'est une culture
secondaire de foin et de grain utilisée presque exclusivement pour I'alimentation du bétail
(Zohary et al., 2012).

1.1 Origine de la vesce commune (Vicia sativa L.)
1.1.1 Origine géographique

Légume de la tribu Fabae de la sous famille Papilionoideae sont distribuées dans le
monde entier tous au long de I'Eurasie, 1I’Afrique et de 1'Amérique (Bosmali et al.,
2022).Pendant les années de la famine, les habitants de certaines régions d'Europe et du

Moyen- orient on détoxifié la vesce commune pour consommation en saumure. La vesce
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commune (vicia sativa) était la nourriture de I'homme ordinaire dans les fouilles
archéologique des sites néolithique et 1’age du Bronzes, ainsi que dans les anciennes

colonies Romains en Europe (Li et al., 2022).

1.1.2 Origine génétique

La vesce commune (Vicia sativa L.) est une plante autofécondée, diploide (2n=2x=12
chromosomes), & port grimpant ou ascendant, a grains sphériques, Iégérement comprimés,
lisses, de 4,5 a 7,0 mm de diamétre. Ces especes sont étroitement liées a un groupe de formes
sauvages et adventices inhabituellement variables (et chromosomiquement complexes) dont la

distribution est concentrée dans le bassin méditerranéen (Zohary et al., 2012).

1.2 Classification botanique de la vesce (Vicia sativa L.)

Selon la classification APG III (2009) ; la systématique de I’espéce Vicia sativa est la

suivante:

e Régne : Plantae

e Clade : Angiosperme

e Clade : Dicotylédones vraies
e Noyau : des Dicotylédones vraie
e Clade : Rosidées

e Clade : Fabidées

e Ordre : Fabales

e Famille : Fabaceae

e Sous-famille : Papilionoideae
e Tribu : Fabeae

e Genre: VicialL

e [Espéce : Vicia sativa L

1.3 Les caractéristiques botaniques de la vesce (Vicia sativa L.)

La vesce commun (Vicia sativa L) a une tiges annuelles a érection ascendante
grimpant jusqua 1 m de long, folioles 4-8 paires, de 3,5 cm de long, rectangulaires a
elliptiques avec une petite encoche terminale se terminant par une courte pointe effilée, fleurs

géneralement par paires a l'aisselle, presque sessiles, violettes ou pourpres rarement blanches)
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de 2,3 cm de long, légume aplatie, 3-7 cm de long, brun, graines aplaties, 5 mm de large
(figure 01) (Aarssen et al., 1986).

Figure 01:Caractéristiques botaniques de la vesce (Vicia sativa L.)
(Xietal., 2022)
Echelle (A)=10cm, (B, C,E)=1cm, (D) =2 cm.

1. Vicia sativa au stade floraison (aprés dix semaines de semi).
2. Tige détachée montrant des feuilles composées a chaque nceud.
3. Apex de pousse avec une fleur et de jeunes feuilles entourant.

4. Gousses jeunes a matures (de gauche a droite), avec une graine représentative indiquée au

bas de chaque gousse. Chague gousse contient 3 a 5 graines.

5. Graines séches du cultivar Studenica.

1.4. Exigences culturale de la vesce (Vicia sativa L.)

1.4.1. Le sol : La vesce commune est adaptée a un large éventail de conditions de sol, se
portant mieux sur les loams, les loams sableux ou les sols graveleux, mais aussi sur les sols
argileux et limoneux argileux a texture fine, qui permettra un bon drainage (Sattell et al.,
1998)

1.4.2. pH : La vesce commune tolére un pH de 5,5- 8,2, mais le pH optimal est de 6,5 (Sattell

etal., 1998).

1.4.3 .Température :La vesce commune est modérément résistant au froid (Sattell et al.,
1998), la vesce d'hiver est beaucoup plus résistant au froid, elle support 12° a 18°C, alors que

les variétés de printemps sont tuées par des températures de I'ordre de -6° a -8°C (Cotte, 1961)
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1.4.4 Précipitation :Les zones de précipitation faible a moyenne (325-450 mm) sont
considérées comme fournissant les meilleures conditions de croissance pour la vesce

commune (Huang et al., 2016).
1.5. Importance de la vesce commune

La vesce commune (Vicia sativa) est une légumineuse annuelle de grande importance
économique et écologique, qui se caractérise par une valeur nutritive élevée pour
I'alimentation des animaux, la graine de la vesce contient jusqu'a 30 % protéine brutes et
riches en acides aminés essentiels et en acides gras instaures (Xi et al., 2022), en tant que
source importante de protéines pour le bétail et les humains, la vesce commune (Vicia sativa
L) est couramment utilisée dans la production de biocarburant & base de méthane et dans les

aliments favorables a la santé (Zhou et al., 2022).

La vesce est connue par sa capacité a s'adapter a diverses conditions pédoclimatiques
(Parrissi et al., 2022), elle est aussi cultivée comme engrais vert qui enrichit le sol en azote du
fait de sa capacité a fixer I'azote de I'air, et souvent utilisée en rotation avec d’autres culture

aux champs afin d’améliorer la fertilit¢ du sol (Dong et al., 2016).

Une telle approche peut améliorer la durabilité globale du secteur agricole. Plus
précisément, il a été démontré que la croissance des légumineuses en rotation avec des
céréales d’autres cultures améliorent la fertilit¢ du sol et réduisait la nécessité d'engrais
chimiques en raison des quantités élevées en azote et de la matiere organique qu'elles
fournissent (Vouraki et al.,2023) ; d’aprés Wei et al.,(2023) la vesce commune a une capacité

latente dans un agro écosysteme durable.
1.6. Production mondiale de la vesce (Vicia sativa)

Les especes de Vicia montrent une large distribution dans les zones tempérees de
I'némisphére nord et les régions tropicales d’Amérique du Sud (Hanelt et Mettin, 1989).Parmi
les différents genres de Fabeae largement répandus dans la région méditerranéenne, Vicia
présente une grande diversité d'especes (Kupicha ,1983; 1976). Bien que le nombre total
d'espéces nait pas encore été défini de maniere concluante (Hanelt et Mettin, 1989). Il est
estimé a environ200 especes. Dans certains pays tells que I’ Austauralie, la Chine et les Etat
Unis, Vicia sativa représente une importance économique entant que légumineuse fourragére
pour ’alimentation de bétails, ainsi pour enrichir le sol en Azote via le systéme de rotation

(Xietal., 2022).
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1.7. Production de la vesce (Vicia sativa) en Algérie

En Algérie, la vesce se cultive depuis longtemps et rassemble des especes autochtones
et introduites, cette espéce est utilisée uniquement en coopération avec graminée fourragere

(avoine, orge, triticale et seigle) (Mebarkia, 2010).

Selon les données de la Direction de Service Agricole (DSA), la production nationale
de la vesce en 2018 et 2019 est estimée a 2602895 Qx, avec une superficie de 53628 ha, et un
rendement annuel moyen de 48,5 Qx/ha. Le tableau suivant représente la production et les
superficies de la vesce commune dans la Wilaya de Tissemsilt pendant les années 2018 a
2022.

Tableau 01 : La superficie et la production de la vesce dans la Wilaya de Tissemsilt (2018-
2022) (DSA, 2023) :

2018/2019 2019/2020 2020/2021 2021/2022
Superficies (Ha) 881 4946 3815 2580,5
Production(Qx) 28459 273251 147579 123079

2. Les PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria)

Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes (PGPR) sont des bactéries
bénéfiques isolées a partir des nodules racinaires des plantes et du sol rhizosphériques. Ces
microorganismes ont la capacité de stimuler la croissance globale des plantes, la germination
des graines, le développement des racines, la nutrition minérale et l'utilisation de I'eau. lls
peuvent également supprimer les maladies des plantes (Handelsman et Stabb, 1996 ; Siddiqui
et Mahmoud, 1999 ; Berg et al.,2002 ; Nelson, 2004)

D’apres (kloepper et al., 1989 ), environ 2 & 5 % des rhizobactéries montrent un effet
bénéfique sur le développement et la croissance des plantes, méme en présence d’une
microflore compétitive au niveau du sol. Ces bactéries appartiennent a différents genres, tels
que Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, Burkholderia, Bacillus and Serratia (Kloepper et Bauchamp, 1992; Glick,
1995).

Les PGPR sont classées en deux groupes principaux (figure 02) ; et sont représentees
comme iPGPR (intracellular Plant Growth Promoting Rhizobacteria) et ePGPR (extracellular
Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Choudhury et al., 2022).
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Figure 02:Les rhizobactéries intracellulaires (iIPGPR) et extracellulaires (ePGPR)
(Choudhury et al., 2022)

2.1. Mécanismes d’action des PGPR

Il existe de nombreux mécanismes par lesquels les PGPR peuvent améliorer la
croissance et le développement des plantes dans diverses conditions environnementales
(Nihorimbere et al., 2011) (figure 03). En général, les RPGP favorisent la croissance des
plantes directement par leur capacité a fournir des nutriments (azote, phosphore et potassium)
ou par la production des phytohormones. Les PGPR peuvent également favoriser
indirectement la croissance des plantes en diminuant les effets inhibiteurs de divers

pathogeénes sur la croissance en tant qu'agents de biocontrole (Gouda et al. 2018).
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Figure 03: Promotion de la croissance des plantes par les PGPR
(Khan et al., 2009)
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2.1.1. Les mécanismes directs
2.1.1.1. La fixation d’azote

La fixation microbienne de I'azote fait référence au processus de transformation du N,
gazeux en NH,4" (Stokstad, 2016).Les micro-organismes fixateurs d'azote constituent une flore
microbienne fonctionnelle importante dans le sol des plantes, qui existe généralement dans
I'écosystéme de la rhizosphére des plantes et joue un role important dans la régulation de la

nutrition azotée des plantes (Oldroyd et Leyser, 2020)

La réduction de 1’azote est catalysée par un complexe enzymatique appelées
nitrogénase (Nouwen et al., 2017), cette réduction a 1’état libre est peu efficace alors que
I’association symbiotique entre les bactéries et certaines especes végétales permet d’améliorer

considérablement 1’efficacité des plantes symbiotique (Diedhiou et al., 2022).

Les microorganismes fixateurs d’azote sont généralement classés en bactéries
symbiotiques, y comprise les membres de la famille rhizobiacées qui forment une symbiose
avec légumineuses, et non symbiotiques vivant a 1’état libre, associatif et endophytes (Ahmed
et khan, 2012 ; Zahran, 2001). Parmi les bactéries fixatrices d’azote libres dans la rhizosphére
citant : Achromobacter, Acetobacter, Azotobacter, Bacillus, Clostridium, Enterobacter,

Klebsiella, Pseudomonas, Rhodopseudomonas et xanthobacter) (Tilak et al., 2005)

2.1.1.2. Solubilisation de phosphore

Le phosphore est I’un des principaux facteur limitant apres 1’azote dans les besoins des
plantes (Sivasakthi et al,. 2014), cet élément est présent naturellement dans les composés
organiques (Po) avec une moyenne de 50% et inorganique (Pi)a 50% ; ou les deux
composés sont peu solubles (généralement pas plus de 5% ) et ne peuvent donc pas étre
absorbé par les racines (Shen et al., 2011 ; Liang et al., 2019)D’aprées (Chen et al., 2006),Les
bactéries solubilisatrices du phosphate sont les principaux convertisseurs de la forme

insoluble du en forme soluble, et le rendent utilisable par les plantes.
2.1.1.3. Solubilisation de potassium

Le potassium (K) est un macronutriment essentiel pour la croissance, le métabolisme
et le développement des plantes. (Parmar et Sindhu, 2013), les concentrations de potassium
soluble dans le sol sont généralement tres faibles et plus de 90% de cet élément est sous forme

insoluble (minéraux silicatés) (Parmar et Sindhu, 2013). Il a été rapporté que les PGPR sont
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capables de solubiliser les roches potassiques par la production et la sécrétion d'acides
organiques (Han et Lee, 2006). Selon Liu et al., 2012, les PGPR tels que, Acidithiobacillus
Ferrooxidans, Bacillus, Burkholderia et Pseudomonas Sp. libérent du K sous une forme

disponible pour les plantes a partir des minéraux du sol contenant du potassium.

2.1.1.4. Production de sidérophores

Les sidérophores jouent un role important dans le biocontréle des maladies des plantes
transmises par le sol et dans la nutrition en fer des plantes (Loper et Buer, 1991). Les
sidérophores sont des cheélateurs du fer de faible poids moléculaire et de haute affinité qui
transportent le fer dans les cellules bactériennes (Leong, 1986). Ce sont les agents complexant
les ions ferriques les plus puissants. Actuellement, plus de 500 sidérophores connus sont

produits par les plantes et les microorganismes dont les PGPR.
2.1.1.5. Production des phytohormones

Il a été démontré que certaines bactéries stimulaient la croissance des plantes (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria PGPR) et sont capables de favoriser la croissance végétale,
et induire une tolérance des plantes a un certain nombre de stress biotiques et abiotiques via la
production de phytohormones. Les phytohormones les plus courantes produites par les PGPR
sont les auxines, les cytokinines, les gibbérellines et I'éthyléne dans une moindre mesure, les

auxines étant les mieux caractérisées (figure 04) (Richardson et al., 2009).
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Figure 04: Gestion du stress biotique, abiotique a médiation phytohormonale
(Chhaya et al., 2020).
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2.1.2. Les mécanismes indirects

Les mécanismes qui favorisent indirectement la croissance des plantes neutralisent les effets
néfastes des pathogénes (Kundan et al,.2015). Les bactéries qui réalisent cela peuvent
produire des antibiotiques (Suarez-Moreno et al.,2019) ou des enzymes lytiques qui dégradent
la paroi cellulaire. En plus de produire ces substances nocives pour les phytopathogénes, les
PGPR peuvent agir en leur disputant les mémes nutriments et les mémes sites de colonisation
des racines (Barahona et al., 2011 ; Tsegaye et al., 2019) en réduisant la prolifération des
pathogénes ou méme en produisant de petites quantités de cyanure d'hydrogéne (HCN)
(Olanrewajuet et al., 2017).

2.1.2.1. Production des antibiotiques

La protection des plantes est une fonction vitale des PGPR. La synthése d'antibiotiques
tels que la pantocine, l'comycine, etc., qui est la méthode principale des PGPR, agit comme
agent de biocontrole. Pseudomonas, Bacillus et Rhizobium sont les principales souches de
PGPR identifiées. Les antibiotiques déclenchent I'introduction de genes de résistance
systémique (ISR) dans les plantes cultivées par le biais d'une action antipathogene directe. La
gestion des maladies des plantes est donc la principale fonction des antibiotiques (Fernando et
al., 2005).

Il est a noter que de nombreuses souches peuvent produire des séries d'antibiotiques
secondaires et que les conditions favorables a la production d'un composé antibiotique sont
probablement défavorables a la production d'un autre(Santoyo et al., 2021) Ceci étant, il est
important que les assemblages de diverses souches de PGPR offrent un degré plus élevé de
flexibilité et d'efficacité de biocontrdle pour les antagonistes, en particulier lorsque les PGPR

sont confrontées a des conditions hétérogenes ou changeantes (Wang et al., 2021)

2.1.2.2. Production de cyanure d’hydrogéne (HCN)

Les rhizobactéries nuisibles peuvent servir d'agents de biocontrole des mauvaises
herbes. Elles colonisent les surfaces des racines des plantes et suppriment leur croissance.
Les cyanures sont toxiques et sont produits par de nombreux microorganismes, notamment

des bactéries, des algues, des champignons et des plantes (Rehman et al., 2020).

L'hydrolyse du composé cyanogene et la biosynthése de I'éthyléne sont des voies
courantes de production de cyanure pour les plantes. Les plantes en détoxifient la plus grande

partie grace a une enzyme spéciale, la cyno alanine. Dans le systeme agricole, I'HCN est

10
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couramment utilisé comme agent de biocontrdle et c'est également un bon chélateur de
métaux. L'HCN est utilisé comme biofertilisant dans la croissance du mouvement,
I'amélioration du rendement et lecontrdle des maladies de la tomate. De nombreux genres
bactériens tels qu’Aeromonas, Pseudomonas, Bacillus et Enterobacter isolés de la rhizosphere

de la tomate se sont révélés capables de libérer de 'HCN (Mekonnen et Kibret, 2021).

2.1.2.3. Résistance systematique induite (RSI)

La résistance induite peut étre définie comme étant, dans un état physiologique de
défense, la potentialisation induite des réponses a des stimuli environnementaux spécifiques.
Les défenses innées des plantes renforcent ainsi la résistance a des défis biologiques
ultérieurs. Les PGPR activent de maniere systémique le mécanisme de défense latent de la
plante et améliorent ainsi sa résistance vis-a-vis les agents pathogenes (maladies fongiques,
bactériennes et virales - dans certains cas, méme les dommages causés par les insectes), ce
que I'on appelle la résistance systémique induite (RSI) (Murthy et al., 2014 ; Kannojia et al.,
2019).

2.1.2.4. Production d’enzymes lytiques

Certaines souches de PGPR ont la capacité de dégrader les parois cellulaires fongiques
par la production d'enzymes hydrolytiques telles que les chitinases, les déshydrogénases, les
B-glucanases, les lipases, les phosphatases, les protéases, les hydrolases, les exo et endo-
polygalacturonases, les pectines lysées et les cellulases (Joshi etal., 2012 ; Whipps, 2001).
Diverses souches de Pseudomonas ont montré une activité antifongique in vitro contre trois

champignons zoospores (Sharma et al., 2009).

2.1.2.5. La compétition pour ’espéce et les nutriments

Les PGPR entrent souvent en compétition avec de nombreux microorganismes
nuisibles pour I'absorption des nutriments. Ces nutriments sont présents a I'état de traces et
peuvent donc limiter les agents pathogenes (Martinez-Viveros et al., 2010). Lorsque les
PGPR sont présents en abondance dans le sol, ils colonisent rapidement les surfaces des
plantes et utilisent également les nutriments disponibles. Cette utilisation des nutriments
inhibe la croissance des agents pathogenes. La competition pour les nutriments entre les
PGPR et les pathogénes est l'une des interactions importantes qui soutient indirectement la

croissance des plantes en inhibant la croissance des microorganismes délétéres (Nelson,2004).

11



Chapitre I Etude bibliographique

3. La symbiose rhizobium-légumineuse

La symbiose entre les Bactéries fixatrices d'azote et les légumineuses hétes est I'un des
sujets les plus étudiés, et son origine a été d'intérét depuis sa découverte il y a plus de 100 ans
(Quispel, 1988). Cette association est a bénéfice réciproque permettre aux bactéries de
profiter d’un micro-habitat exceptionnellement favorable, les Iégumineuses leur parcourant un
apport en substrats carbones issus de la photosynthése. En échange, les bactéries vont fixer et
réduire 1’azote atmosphérique en forme assimilable par les plantes hotes (Broughton et al.,
2003).

3. 1. Spécificité symbiotique

Bien que de multiples interactions existent entre les plantes et les micro-organismes,
seules quelques espéces sont capables d'initier avec succés le processus de fixation
symbiotique de l'azote (Berger,2019)ce qui explique que cette interaction est spécifique et
chaque souche rhizobienne peut noduler un ensemble défini de légumineuses (connu sous le
nom de spectre d'hdtes)(Pool et al., 2018; Downie,2010).

3.2. Intérét de la symbiose

L'interaction symbiotique est susceptible de réduire I’utilisation d'engrais chimique
dans l'agriculture, présentant ainsi un avantage économique, sociale et environnemental
crucial (Diedhiou et al., 2022). Certains microorganismes symbiotiques importants ont été
identifiés pour réduire I'incidence des maladies des plantes et favoriser le taux d'utilisation des
nutriments dans les plantes hétes (Smith et Smith,2011;Hu et al.,2020).

3 .3. Facteurs influencant la symbiose Rhizobium-légumineuse

Des facteurs tels que la composition du sol, la teneur en eau, la température et le pH
peuvent également influencer la croissance des plantes et le developpement des
microorganismes symbiotiques (Marshner,1991; Rojas et al.,2005), ainsi que la formation de
nodules (Evans et al., 1990;Wolff et al., 1993). En effet, I'acidité du sol est seule responsable
des pertes importantes de la production de legumineuses mondiales, résultant d'une croissance
des plantes et des Rhizobia altérées, et par conséquent 1’établissement symbiotique et de la

fixation biologique de l'azote (Ferguson et al., 2013).

12



Chapitre I Etude bibliographique

3. 4. La nodulation

Le nodule est le résultat d’une interaction hautement spécifique entre les I€égumineuses
et les Rhizobia (Liu et Murray, 2016).La formation de nodules dépend des signaux et les
déterminants de surface produits par les deux partenaires symbiotiques (Staehelin et
Krishhnani, 2015) les légumineuses limitent également le nombre de nodules formés,
équilibrant ainsi le taux global de N-fixation avec la croissance des plantes. Ces nodules sont
des organes spécialisés de 2 a 5 mm de diameétre qui se forment généralement sur les racines.
Chaque nodule peut contenir jusqu'a 10° rhizobiums dans une niche parfaitement adaptée pour
la réduction de N, en fournissant un apport de carbone (sous forme de malate) sur les

bactéries et un environnement de faible activité de 1’0, (Downie, 2014).

3.4.1. Les étapes de la nodulation

a. Pré-infection

Les Rhizobia sont attirés vers les poils racinaires par une large gamme de substances
de type flavonoides et iso flavonoides, principalement par les phénylpropanoides exsudés par
la racine (Kape et al., 1991). Une production plus importante de ces composés est observée en
condition de carence azotée (Coronado et al., 1995).

Les flavonoides présents dans les exsudats racinaires induisent 1I’expression des génes
Nod bactériens qui gouvernent la production des facteurs Nod, des lipochitooligosaccharides
(Perret et al., 2000).

Les facteurs Nod induisent des événements morphologiques, physiologiques et
moléculaires chez la plante héte ; La déformation du poil racinaire est observée environ 12 a
24 heures ; les poils absorbants changent leur direction de croissance et forment une structure
en crosse de berger, courbés, renflés, entrelacés, déformés, branchés ou joints qui enferme les
Rhizobium (Wais et al., 2002).

b. Phase d’infection et de formation des nodules

L’infection consiste a la pénétration des Rhizobia en différents points du systeme
racinaire, aprés avoir pénétré dans les poils absorbants (figure 06), les bactéries sont entourées
par un filament d’infection (Hopkins, 1999). Un méristéme nodulaire est donc a former dans
la racine pendant que les Rhizobia entrent a travers le filament formé pour faciliter I'entrée du

Rhizobia aux couches les plus profondes. Le cordon (filament) d’infection poursuit sa

13
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progression en se ramifiant et déverse les bacteries dans les cellules du méristeme nodulaire
(Franche et al., 2009).

c. Maturité du nodule

Le stade final du processus infectieux est atteint lorsque les bactéries sont déversées
dans la cellule hote. Les Rhizobia se libérent du filament d’infection et sont enveloppées dans
une membrane dérivée de la plante, appelé symbiosome (Franche et al., 2009). Les bactéries
finalement arrétent de se diviser et se transforment en bactéroides entourés d’une membrane,
nommee membrane péribactéroidienne qui a pour réle de stabiliser le systeme hote/bactéroide
; si elle est endommagée, les bactéries vont se libérer dans le cytoplasme et considérées comme
des corps étrangers et donc détruits par la cellule héte (Jordan 1982 ; Franche et al., 2009).

D’autres mécanismes d’infection sont aussi décrits tel que : I’infection par crack entry

et la pénétration entre cellules épidermiques (Franche et al., 2009).
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Figure 05: Les étapes de la nodulation (Fitouri, 2011)

3.4.2.Types de nodules

Les nodules induits par les Rhizobiums sont de deux types généraux, determiné et
indéterminé (figure 06) selon leur mode de développement.Contrairement aux nodules
indéterminés, qui ont un méristtme apical persistant qui produit souvent un structure
nodulaire cylindrique ou ramifiée, la forme nodule déterminée n'a pas de méristéme actif et a

donc un aspect assez différent la forme et la structure du nodule indéterminé. Les especes
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Vicia (vesces) sont historiquement utilisés comme modeles pour étudier les formations des

nodules indétermines (Gage et al.,2004 ; Puppo et al., 2004).

(a)
cortex nodulaire

Nodule méristeme

Nodule endoderme
- parenchyme Nodulare

Faisceau vasculaire et
endoderme
Zone de développement

Zone infectée

~p-Direction de laugmentation du tissu senescent
s Signal induisant la sénescence de la pousse?

=== Signal induisant la sénescence du nodule

Figure 06: Une représentation schématique de la structure des nodules déterminés (a) et
indéterminé (b)(Puppo et al., 2004).
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1. Matériel végétal et la mise en place de I’essai

L'essai a étée conduit en plein champ durant la compagne agricole 2022/2023 d’un
terrain agricole réservé pour la culture de la vesce (Vicia sativa L), les grains sont fournies par
I’Institut Technique des Grandes Cultures (ITGC) De Sebain Tiaret (Algérie), variété de
Serva semence ordinaire (figure 07), dans la commune d’ Amari wilaya de Tissemsilt, dont les
coordonnées GPS ont été prises (35° 36° 18 °N 1° 38 22E) (figure 08).
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Figure 07 : Les grains de la vesce commune (Vicia sativa L) utilisée dans 1’expérience

35°36'18"N 1°38'22"E

Figure 08 : Image satellite de site expérimental
(Google earth, 2023).

1.1. Echantillonnage de sol
Les analyses physico-chimiques de sol (granulométriques) et chimiques (carbone, pH,

conductivité, matiére organique, Azote, phosphore, ....) ont été effectuées dans 1’Institut
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Supérieur National Agronomique d’Alger. Ces analyses physico-chimiques permettant

d’étudier la fertilité du sol utilisé dans I’expérience.

2. Les souches bactériennes

Les souches utilisées lors de cette expérience obtenues de la collection de laboratoire
de département de Sciences de la Nature et de la Vie, Université de Tissemsilt, les isolats
bactériens ont été isolées directement par la technique de dilution (Annexel) a partir du sol

rhizospérique de la féve (Vicia faba).
2.1. Vérification de la pureté des souches

Les souches testées sont repiquées successivement par la méthode d’épuisement
sur Gélose nutritive (Annexe 02),les boites de Pétri sont par la suite incubées a 28°C
pendant 48h a 72h (Vincent, 1970). L’opération est répétée plusieurs fois jusqu’a

I’apparition de colonies identiques et isolées.
2.1.1. Etude macroscopique

L’étude macroscopique consiste a déterminer les caracteres morphologiques des

colonies, tels que la couleur, la taille, la forme générale, la viscosité, le contour.

2.1.2. Etude microscopique

L’observation microscopique permet de déterminer le Gram, la morphologie et la
pureté des souches apres une coloration de Gram. Cette technique est introduite par Hans
Christian Gramme a 1884. Les cellules sont fixées a la flamme afin de préparer un frotti.
Ensuite le violet de Gentiane est ajouté (20 sec). Le colorant et par la suite fixé a 1’aide du
Lugol. La préparation est abondamment rincée a I’eau du robinet afin d’éliminer 1’excés de
colorant. La préparation est décolorée (I’éthanol a 95° pendant 5 sec) et rincée de nouveau
abondamment a 1’eau de robinet. Puis, une recoloration avec de la Fushine acide est
réalisée (30 sec). De nouveau, la préparation est rincée a 1’eau et séchée a une

température ambiante.

Les lames par la suite, sont observées sous microscope a un grossissement (X 1000), une
goutte d’huile d’immersion est ajoutée au-dessus de la lame pour déterminer le type de la
bactérie: si les cellules sont colorées en violet (Gram positives) ou bien en rose (Gram

négative).
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2.2. Etude des enzymes respiratoires

2.2.1. Test de catalase

L’enzyme catalase sert a neutraliser les effets bactéricides du peroxyde d’hydrogene.
La catalase accéleére la panne de I’hydro-peroxyde (H,O,) dans de I’cau et de I’oxygéne, cette

réaction est évidente par la formation rapide de bulles (Renier, 2010).

2 Hzoz —2 H202 + OZ

Sur une lame propre déposer une goutte d’eau oxygénée, puis a 1’aide d’une pipette
pasteur ajouter une colonie bactérienne. L’apparition de bulles indique que la réaction est

positive.
2.2.2. Test d’oxydase

Le test d’oxydase est une réaction biochimique qui teste la présence de cytochrome
oxydase, une enzyme parfois appelée indophénol oxydase. En présence d’un organisme

contenant I’enzyme de cytochrome oxydase, le réactif incolore réduit devient produit de

couleur oxydé. (Shields et Cathcart, 2010).

Sur une lame propre, déposer un disque d’oxydase a 1’aide d’une pince stérile, puis
déposer une suspension bactérienne en contact directe avec le disque. L’apparition d’une

couleur violacé au bout de 10 secondes indique que la réaction est positive.
3. Identification biochimique par les Galeries APl 20 NE

La culture de I’inoculum Mc Farland 0,5 sur la galerie API® 20NE (Bio Mérieux,
France)(figure 09)a été exécutée pour 1’identification biochimique. Le principe est basé sur
I’inoculum des microtubules avec une suspension qui rehydrate les milieux. L’incubation est a
27 °C a I’étuve pendant 24 heures au cours duquel se déroulent les réactions biochimiques
(décarboxylation, fermentation, désamination) qui se traduisent par des produits colorés
spontanés révelés par addition des réactifs (Ndoutamia et al.,2014).La lecture se fait a 1’aide

du tableau de lecture (annexe 03).
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Figure 09 : Ensemencement de la galerie APl 20NE

4. Recherche de la sensibilité aux antibiotiques

Un test de sensibilité aux antimicrobiens par la méthode de diffusion sur disque a été
effectué (CASFM, 2014). Les boites de pétri contenant la gélose Mueller-Hinton (annexe 4)
ont été ensemencees par une suspension bactérienne standardisé (Mc Farland 0,5)
(annexe 5)a tester, ensuite les disques d’antibiotiques ont déposés sur la gélose aseptiquement
(figure 10). Les boites par la suite ont été incubées a 37°C pendant 24h. La lecture du
diamétre anti-sensibilité d’antibiotique a été effectuée selon les recommandations du comité
de I’antibiogramme de la société francaise de microbiologie (CASFM, 2014) de chaque
antibiotique. Quatre antibiotiques ont été utilisés : Tétracycline, Ciprofloxacin, Gentamicine,

Amoxicilin (tableau 02).

Tableau 02 : Diametres critiques pour les antibiotiques utilisés selon les recommandations du

comité de I’antibiogramme de la société francaise de microbiologie(2018)

Antibiotique Charge du disque (ug) Diamétre critique (&)(mm)
R S I
Tétracycline 30 >19 <17 17<0<19
Ciprofloxacin 5 >24 <26 24<0<26
Gentamicine 10 >14 <17 14<0<17
Amoxicilin 20 >19 <19 19<0<19

R : Résistante S : Sensible | : Sensibilité intermédiaire
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Figure 10: Diffusion de disque d’antibiotique sur la gélose Mueller-Hinton

5. Conservation des souches

Les souches sont repiquées sur gélose inclinée, puis incubées a 30°C pendant 24h
(figure 11). Chaque tube doit étre étiqueté, puis conservé au réfrigérateur a 4°C. Ce type de

conservation et de courte durée (ne dépasse pas les 6 mois).

Figure 11: Conservation des souches

6. Inoculation des plantules de la vesce commune (Vicia sativa L)

L’action des PGPR sur la croissance des plantes a €té prouvée par plusieurs chercheurs
(Macking, 2007). Cette expérience nous permet d’évaluer 1’effet des bactéries isolées sur le
développement et la croissance de vesce (Vicia sativa L). Comme il a été décrit
précédemment, I'essai a €té conduit en plein champ, I’inoculation consiste en huit traitements
répétés six fois, y compris: les souches isolées (B1, B2, B4, S3, S5, S6, S7, S8) et un témoin
sans inoculation, en comparant la turbidité du milieu ensemenceé avec celle de McFarland 0,5,
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aprés chaque plant est inoculé par Iml d’une suspension liquide de chaque souche a une
concentration de 10% (UFC) mI™ (Valverde et al., 2006) (figure 12), L’irrigation des plantes a
été effectuée une fois par deux jours.

Figurel2: Mise en place de I’essai

Les plantes doivent étre déterrées quand des différences trés nettes sont visibles entre
lesplantes. Les nodules formés au niveau des racines, ont été détachés et comptés afin
d’estimer le pouvoir symbiotique, puis conservés sec dans des tubes contenant du CaCl,
(Vincent, 1970). L’efficience des souches est également estimée par la comparaison de
nombre de nodules formés, la longueur racinaire et aérienne, ainsi le poids frais et sec des
plantes inoculée avec les témoins non inoculés (le poids sec est mesuré aprés séchage des
plantes 24 h a 70°C).

7. Etude statistique

L'analyse statistique a été réalisée en utilisant le logiciel IBM SPSS statistics (version
20). Analyse de la variance a un facteur (effet souche sur le nombre de nodules formés ; effet
souche sur la croissance — longueur racinaire et aérienne, poids frais et sec des plantes), le
seuil de la probabilité utilisé pour déterminer la significativitt est P<0.05.
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1. Les souches bactériennes
1.1. Etude macroscopique

Aprés 24 a 48h d’incubation a 28°C, les souches sélectionnées sont apparues sur la
gélose nutritive avec des caractéristiques similaires, la plupart des colonies étaient rondes de

taille, couleur, consistance et relief variés (figure 13) (Tableau 03).

Figurel3:Aspect macroscopique de la souche B1

Tableau 03:Aspect macroscopique des souches sélectionnées

Souches Couleur Aspect Relief Forme
Bl Jaune Lisse Plat Circulaire
B2 Beige Lisse Demi-bombée | Circulaire
B4 Beige Lisse Plat Circulaire
S3 Beige Lisse Plat Circulaire
S5 Beige Lisse Plat Circulaire
S6 Beige Lisse Plat Circulaire
S7 Beige Lisse Demi-bombée | Circulaire
S8 Beige Lisse Demi-bombée | Circulaire

1.2. Etude microscopique

L’examen microscopique permet de révéler ’affiliation positive ou négative des
cellules bactériennes selon la structure de leur paroi, gram positive (couche épaisse de
peptidoglycane),et les bactéries Gram négatives (couche fine de peptidoglycane surmontée
d’une membrane externe),’examen permet également de déterminer la morphologie des
souches (Tournus,2017). Les resultats montrent que les souches sélectionnées sont des

bacilles dispersés ou en chainettes et de couleur rose (Gram négatif) (figure 14).
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Figurel4:Aspect microscopique de la souche B4 apres coloration de gram
(Grossissement x1000)

3. Etude des enzymes respiratoire
3.1. Test de catalase

Les résultats obtenus ont montré que les souches sélectionnés ayant un catalase
positive (figure 15) ; ce qui explique qu’elles possédent I’enzyme de la catalase qui accélére la
décomposition de peroxyde d’hydrogéne (H20,) en eau (H,0) et en oxygene (O,) (Larpent et
Larpent-Gourgaud, 1985).

Figurel5 : Mise en évidence de I’activité de la catalase : A : positive B : négative

3.2. Test d’oxydase

L’apparition d’une couleur violacé au bout de 10 secondes indique que la réaction est
positive. Les résultats obtenus montrent que les souches testées sont oxydase positif, donc

elles possédent I’enzyme respiratoire (cytochrome oxydase) (figure 16).
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Figure 16 : Mise en évidence de I’activité de I’oxydase
A : négatif B : positif
4. ldentification des souches par la Galerie API1 20 NE

La caractérisation biochimique des isolats a été testée en utilisant les galeries API
(APl 20NE BioMeérieux France), c’est un systéme standardisé pour I’identification des
bacilles a Gram négatif non entérobactéries et non fastidieux combinant 8 tests
conventionnels et 12 tests d'assimilation (figure 17). L’identification se réalise par la suite

grace & un catalogue analytique, ou un logiciel d’identification (APIWEB™) (tableau 05).

Figure 17: Galerie API 20NE ensemencée par la souche S5 aprés 24h d’incubation

Tableau 04: Les caractéristiques des souches identifiées

Code Souches Gram Test de Test
catalase | Oxydase
Bl Sphingmonas paucimobilis - + +
B2 Pseudomonas fluorescent - + +
B4 Pseudomonas luteola - + +
S3 Rhizobium radiobacter - + +
S5 Rhizobium radiobacter - + +
S6 Pseudomonas fluorescent - + +
S7 Pseudomonas luteola - + +
S8 Sphingmonas paucimobilis - + +
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5. Antibiogramme

Sur les mémes souches testées, un test de résistance a 1’antibiotique a été réalisé par
la diffusion des disques sur la gélose Mueller Hinton (figure 18). Les diamétres d’inhibition
autour des disques sont mesurés, une souche bactérienne est considérée comme résistante si le
diamétre de la zone d’inhibition est supérieur ou égal des diamétres indiqués pour chaque
antibiotique selon les recommandations du comité de I’antibiogramme de la société francaise
de microbiologie (CASFM, 2014).

Les souches de PGPR sélectionnées sont révélées résistantes a tous les antibiotiques
testés (Tétracycline, Ciprofloxacin, Amoxicilin) sauf a la Gentamicine (tableau 05).Les
résultats obtenus ne sont pas en accord avec les études de Chaibdraa et al ,. (2008), ou ils ont
prouves la sensibilité de genre Pseudomonas vis-a-vis Tétracycline et Ciprofloxacin. D’un
autre coté, la résistance des souches étudier vis-a-vis I’amoxicilin a été prouvée par Zhou et
al., (2015), surtout pour la souche Pseudomonas fluorescens. La sensibilité des souches de
Pseudomonas aux antibiotiques y compris la gentamicine a été également testé in vitro par
Foysal et al., (2011).

A. Sensible B.Résistante

Figure 18:Mise en évidence de I’antibiogramme

A. Bactérie sensible au Gentamicine  B.Bactérie résistante au Tétracycline
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Tableau 05:Resistance de souches aux antibiotiques

Code Souche Tétracycline | Ciprofloxacin | Gentamicine | Amoxicilin

Bl Sphingmonas paucimobilis

B2 Pseudomonas fluorescent

B4 Pseudomonas luteola

S3 Rhizobium radiobacter

S5 Rhizobium radiobacter

S6 Pseudomonas fluorescent

S7 Pseudomonas luteola

|| 0|D||0| 0|0
|| 0|D||0| 0|0
nNnununmunmuumuunnwm
pulpuipeipulpeipeiipelpel

S8 Sphingmonas paucimobilis

R : résistante S : sensible

6. Inoculation des plantules de la vesce commune (Vicia sativa L)

Environ 2 a 5 % des rhizobactéries montrent un effet bénéfique sur le développement
et la croissance des plantes, méme en présence d’une microflore compétitive au niveau du sol
(Barmak et al., 2011).L’action de ces sur la croissance des plantes peut étre directe ou
indirecte, via production des métabolites qui améliorent le développement (Spaepen et
al., 2007), et I’élimination des agents pathogénes par le développement de systéme de défense

(Glick, 2012).

Un test d’inoculation de souches a effet PGPR a été effectuée sur champ nous
permettrait d’évaluer I’effet d’un apport d’inoculum de chaque souche testée sur la croissance
de la Vesce (Vicia sativa). Ce test nous a permet de sélectionner 1’inoculum le plus

performant, et d’estimer leur effet 1’établissement de la symbiose.

6.1. Analyse physico-chimique du sol

L’ensemble des paramétres physico-chimiques a été inclus dans le (tableau 06) ces
analyses permettant d’estimer la fertilit¢ naturelle de sol (Soltner ,2005), et d’étudier la
relation entre la présence, 1’absence et 1’abondance des bactéries fixatrices d’azote et les
PGPR. Les résultats montrent que le sol testé est un sol argilo-limono-sableux d’aprés le
Triangle de texture (annexe 06), pauvre en phosphore, et adéquat en azote, légerement salé, a
un pH neutre (8,02), c’est un sol pauvre en matiére organique(annexe 07),d’aprés Robert

1996, c’est un indice de sa faible fertilité et ne favorise pas les activités microbiennes.
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Tableau 06: Les analyses physico-chimique du sol échantillonné

Granulométrie Calcaire | pH CE N P Carbone | Matiére | Rapport

total 1/5 (%) | (ppm) | organique |organique CIN
(%) (mmohs/cm) (%) (%)

Argiles (%) 23,14

Limons fins (%) 16,4 79,8

Limons grossiers (%) 21,9 0,33 7,6 0,57 0,16 Ppm 0,822 1,417 5,137

Sables fins (%) 38,3

Sables grossiers (%) 0,94

CE : Conductivité Electrique N : Azote totale P : Phosphate

6. 2. Effet souche sur le nombre de nodules formés

Le pouvoir symbiotique est estimé par le nombre de nodules former au niveau des
racines de plantes, lors de cette étude, aucun nodule a été enregistré sur les racines de la Vesce
(Vicia sativa) (figure 19), et par conséquent I’inoculation des souches a effet PGPR testées n’a

pas renforcé 1’établissement de la relation symbiotique attendue.

L’échec de la nodulation peut étre di a la présence d’une faible population
rhizobienne native principalement ineffective et efficiente, qui permettra 1’établissement
d’une relation symbiotique. La faible fertilité du sol, peut €tre aussi a 1’origine de tel résultat,
car le faible taux en matiére organique (annexe 07) conduit a une faible activité microbienne
d’apres Robert, (1996).

D’aprés Zahran, (1999), divers facteurs environnementaux tels que D’acidité, la
salinité, ’alcalinité, la sécheresse, les métaux lourds et les hydrocarbures, les températures
extrémes, des déficits en nutriments en des effets négatif a tous les stades menant a
I’établissement de la symbiose. Lors de cette étude, les facteurs défavorables du milieu
semblent influencer sur les processus symbiotique, tels que les propriétés physiques et
chimiques du sol (argilo-limono-sableux, la salinité,....) (annexe 08) (O’hara et al., 1988),
selon Fatou, (2002), la quantité d’azote fixé par les bactéries symbiotiques est fortement

limitée par la carence du sol en P (annexe 09).

D’un autre coté, il est bien connu que I’utilisation des engrais chimiques limite le
processus symbiotique (de Lajeudie, 2004), et d’apres la prospection effectuée, le champ

utilisé est traité par le NPK, ce qui explique I’absence totale de la nodulation.
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Figure 19:Les racines de la vesce commune (Vicia sativa L) aprés I’inoculation

6.3. Effet de I’inoculation sur la longueur de la partie aérienne et racinaire

L'inoculation de la Vesce (Vicia sativa) avec les souches de PGPR sélectionnées n'a
pas stimulée le développement de la partie aérienne des plantes par rapport aux témoins
non inoculés (figure 21), et 1’étude statistique montre que 1’effet de souche n’a aucun effet
significatif (P>0.05) (annexe 10).Ces résultats ne sont pas en accord avec Sharghi et al.,
(2018), qui ont montré que les PGPR augmentent d’une fagon significative la surface foliaire,

des plantes.

Les souches (B4: Pseudomonas luteola, S3: Rhizobium radiobacter, S5:
Rhizobium radiobacter, S6 : Pseudomonas fluorescent, S8:Sphingmonas paucimobilis) ont la
capacité de stimuler nettement la croissance de la partie racinaire des plantes par rapport aux
témoins non inoculés, et 1’effet le plus remarquable est celui d’une amélioration nette de la
longueur racinaire des plantes inoculées par la souche (S8:Sphingmonas paucimobilis) (figure
20), et I’étude statistique confirme ce résultat, ou I’effet de souches sur la longueur racinaire
est trés hautement significatif (p < 0,001)(annexe 10).Ces résultats sont cohérents avec
Lifshitz et al.,(1987), qui ont montré que I’inoculées avec des souches puissantes attribuées a
la production de régulateurs, et que la croissance bactérienne a I’interface de la racine de la
plante stimule leur développement et conduits a une meilleure absorption de 1’eau et des

nutriments du sol.
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Figure 20: Effet de souches a effet PGPR sur la longueur de la partie aérienne et racinaire la

Vesce (Vicia sativa.)

B1 : Sphingmonas paucimobilis, B2 : Pseudomonas fluorescent, B4 :Pseudomonas luteola,
S3: Rhizobium radiobacter,S5: Rhizobium radiobacter, S6: Pseudomonas fluorescent,
S7 : Pseudomonas luteola, S8:Sphingmonas paucimobilis

6 .4.Effet de I’inoculation sur le poids frais et sec des plantes

L'inoculation de la vesce (Vicia sativa) avec les souches sélectionnées n'a pas amélioré
la croissance des plantes par rapport aux témoins non inoculés (figure 21), et 1’étude
statistique montre que 1’effet des souches sur le poids frais et sec n’a aucun effet significatif
(P>0.05) (annexe 10).Ce résultat ne concorde pas avec plusieurs études qui ont montrées la
performance de 1’application des PGPR sur le developpement des plantes. D’aprés Jha et
Saraf, (2015) les PGPR en particulier (Rhizobium radiobacter) favorisent de maniére
significative la croissance de plantes via la production de différentes phytohormones comme

I'AlA, l'acide gibbérellique et les cytokinines.

Les résultats obtenus suggerent que les souches testées ne sont pas efficientes, ou
bien les facteurs édaphiques entravent la performance de ces microorganismes, tels que la
carence en phosphore, et le faible taux en matiere organique qui est un indice de fertilité de
sol, et qui promouvoir toute activité microbienne (Robert, 1996).
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Figure 21 : Effet de souches a effet PGPR sur le poids frais et sec de plantes de la Vesce
commune (Vicia sativa)
B1 : Sphingmonas paucimobilis ,B2 : Pseudomonas fluorescent, B4 :Pseudomonas luteola,
S3: Rhizobium radiobacter,S5: Rhizobium radiobacter, S6: Pseudomonas fluorescent,

S7 : Pseudomonas luteola, S8:Sphingmonas paucimobilis
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Conclusion

Il est inéluctable d’introduire de nouvelles pratiques qui contribuent a accroitre la
production agricole, et limiter 1’entrée des engrais azotées qui sont néfaste a la santé¢ humaine
et animale. L’utilisation des Bactéries promotrice de la croissance des plantes (PGPR) est une
technique prometteuse pour une agriculture durable. L’efficacité de ces Bio-intrants a été déja
prouvée pour améliorer la croissance des plantes, I'émergence des semences et le rendement

global de cultures.

Un essai comparatif a été réalise au champ sur la Vesce (Vicia sativa) inoculé par des souches
de PGPR a savoir: B1: Sphingmonas paucimobilis, B2 : Pseudomonas fluorescent, B4:
Pseudomonas luteola, S3: Rhizobium radiobacter, S5: Rhizobium radiobacter, S6:
Pseudomonas fluorescent, S7 : Pseudomonas luteola, S8:Sphingmonas paucimobilis.

La caractérisation phénotypique, et biochimique des souches sélectionnées a été vérifiée. Un
test d’antibiogramme a ¢été effectué, et les résultats montrent que les souches sélectionnées
sont révélées résistantes a tous les antibiotiques testés (Tétracycline, Ciprofloxacin,

Amoxicilin) sauf a la Gentamicine.

L’inoculation des souches a effet PGPR testées n’a pas renforcé 1’établissement de la relation
symbiotique attendue, ou aucun nodule n’a été enregistré sur les racines de la Vesce (Vicia
sativa). L’échec de la nodulation peut étre du également a I’absence ou I’inefficience de
bactéries fixatrices d’azote dans le sol, ou bien leur action est entravée par des facteurs

édaphiques.

L'inoculation de la Vesce (Vicia sativa) avec les souches sélectionnées n'a pas stimulée
le développement et la croissance des plantes par rapport aux témoins non inoculés ; et
I’étude statistique montre que I’effet de souche n’a aucun effet significatif sur le poids frais,
sec, et la partie aérienne (P>0.05). Par contre, I’inoculation a stimulé la croissance de la partie
racinaire des plantes, et I’effet le plus remarquable a été enregistré par la souche
(S8:Sphingmonas paucimobilis), 1’étude statistique confirme ce résultat, ou I’effet de souches

est hautement significatif.

Au terme de ce travail, il serait intéressant d’approfondir cette étude en testant les
activités PGPR (solubilisation de phosphate, production de sidérophores, production des
phytohormones...). Il serait intéressant également d’élargir 1’étude sur des souches plus
efficientes afin de surmonter les obstacles lies aux facteurs édaphiques (faible taux en matiére

organique, carence en phosphate...).
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Annexe 01

La technique de dilution

Une solution mére a été préparée par 1’ajout de 10g de sol rhizosphériques a un flacon
de 200 ml contenant 90ml d’eau physiologique, ensuite une série de dilution décimale en été
réalisées (10" & 10 7). A partir des 3 derniéres dilutions 0,1 ml de chacun & été prélevé et
étaler en surface sur gélose nutritive. Ensuite les boites ont été incubées a 28°C durant 48h.

1 Echantillon a dénombrer

1 mL Dilution e
1 mL I mL 1 mL
|IDiluant
9 mL
1/10 1/100 1/10° 1/10° 1/10° 1/10°
10") (107) (107°) (10°) 107°) 10°)

I mL d'inoculum

Annexe2

Gélose Nutritive

> Peptone.......cccoovevvnnenn. 69/l
» Extrait de viande............. 1g/l
> Extrait de levure.............. 29/l
» Chlorure de sodium........ 5g/l
P AN 149/l
» PH.ooie 7.3-70.2

Les composants sont suspendus dans 1L d’eau distillée, chauffés jusqu’a la dissolution
compléte. Aprés, la solution obtenue est autoclavée a 121°C pendant 15 minutes.
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Annexe 03

Tableau de lecture des galeries API1 20 NE

Tests Réaction Négatif Positif

NO 3 Potassium nitrate Incolore Rose-rouge

TRP L-tryptophane Incolore /jaune Rose

GLU D-glucose Bleu/vert Jaune

ADH L-arginine Jaune Orange/rose

URE Urée Jaune Orange/rose

ESC Esculine : citrate de fer Jaune Gris/noir

GEL Gélatine Pas de diffusion du Diffusion du pigment noir

pigment

PNPG 4-nitrophenyl-pD- Incolore Jaune
galactopuranoside

GLU Glucose assimilation Transparence Trouble

ARA Arabinose assimilation Transparence Trouble

MNE Mannose assimilation Transparence Trouble

MAN Mannitol assimilation Transparence Trouble

NAG n- acytil-glucosamine Transparence Trouble
assimilation

MAL Maltose assimilation Transparence Trouble

GNT Gluconate assimilation Transparence Trouble

CAP Caprate assimilation Transparence Trouble

ADI Adipate assimilation Transparence Trouble

MLT Malate assimilation Transparence Trouble

CIT Citrate assimilation Transparence Trouble

PAC Phenyl-acitate assimilation | Transparence Trouble

Annexe 04

Mueller-Hinton
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» Solution d’oligo-€lEMENts ..........ccoveveveiiiiiece e, 10ml

» Phosphate monoSOdIQUE ..........cccveverieriineiineseeeeeee, 6,24 9

> Chlorure de potassium ..........ccoceeieieieneneseneseseeeee 159

> Eau deminéralisée.........ccoeveiieiieiecie e gsp 1000 ml
P PHIEINAl ..o 7,0-7,2

Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 20 minutes

Annexe 05

Mc Farland

McFarland (1.175%) H2S04 Densité

Standard BaCL2enml | (1%)en ml approximative
correspondante de
bactéries/ml(108)

0,5 0,5 99 .5 1

1 0,1 9,9 3

2 0,2 9,8 6

3 0,3 9,7 9

4 0,4 9,6 12

5 0,5 9,5 15

6 0,6 9,4 18

Annexe 06

Triangle de texture

5 & ® 3 ® b B % v o
«—— Sableen %
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Annexe 07

Les normes des taux de matiere organique

Teneur en MO% | Interprétation
MO<14 Sol trés pauvre en matiére organique
1,4<MO <2 Sol pauvre en matiére organique
2<MO<3 Argile < 22% Sol bien pourvu en matiere
organique
22% < Argile <30% (ou inconnu) | Sol moyennement pourvu en
matiere organique
Argile > 30% Sol pauvre en matiére organique
3<MO<4 Sol bien pourvu en matiere organique
MO >4 Teneur élevée en matiére organique

Source : programme d’interprétation LANO/CA de Basse Normandie
(http://www.lano.asso.fr/web/matiere_organique.html)

Annexe 08

Les normes de salinité du sol

Salinité (ECe : mS/CM) Salinité du sol Réponse des plantes
0az Non salé Pas d’impact sur la
croissance des plantes
2a4 Légérement salé La croissance des plantes
sensibles peut étre réduite
438 Moyennement salé La croissance de plusieurs
plantes est réduite
8a16 Salé Bonne croissance des plantes
tolérantes au sel
>16 Tres salé Bonne croissance des plantes
tres tolérantes au sel

1S/m =104 pS/cm = 10 mS/cm = 103mS/m (Normalisations francaises, AFNOR, 1986)

Annexe 09

Taux de Phosphore (P)

Evaluation Bray p (pH<7.2) ppm Oslen p (pH>7.1) ppm
Faible 1-15 1-9
Faible a adéquate 15-25 10- 15
Adequate 26-40 16- 24
Elevé > 40 > 24

http://agsource.crinet.com/page2903/UnderstandingASoilAnalysis




Annexe 10

Annexes

Effet de I’inoculation sur la longueur de la partie aérienne

Agrial part length (cm)

Sum of Squares f lean Square F Sig.
Between Groups H1417 a 38,927 1424 23
Within Groups 1229958 45 27332
Total 1541375 53
Effet de I’inoculation sur la longueur de la partie racinaire
ANOVA
Root Eart \engtn (cm)
Sum of Squares df Mean Square F Sig

Between Groups 352,930 8 44116 43824 ,000

[Within Groups 411,558 45 9,146

ITotal 764,486 53

Effet de I’inoculation sur le poids sec des plantes

ANOVA
Plant fresh weight (g) plant-1
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 1,601 8 200 930 01
Within Groups 9681 45 215

Total 11,282 53
Effet de I’inoculation sur le poids frais des plantes

ANOVA
Plant dry weight (g) plant-1
Sum of Squares df Wean Square F Sig.

Between Groups 307 8 038 a2 AB2
Within Groups 1757 45 039
Total 2,063 53




Résumé

L’exploitation et la valorisation des ressources biologiques dans la gestion des
systémes agricoles, est parmi les alternatives proposées pour limiter 1’utilisation des intrants
chimiques qui sont polluants, et néfaste a la santé humaine et animale. A cet égard, un essai a
éteé réalisé au champ sur la Vesce (Vicia sativa) inoculé par huit souches a effet PGPR isolées
a partir de sol rhizospérique. Leur effet sur la croissance des plantes est vérifié, ainsi que leur
caractérisation phénotypique et biochimique. Le profil d’antibioresistance montre que les
souches sont révelées résistantes a tous les antibiotiqgues testés sauf a la
Gentamicine.L’inoculation des souches n’a aucun effet sur la mise en place de la symbiose, et
I’échec de la nodulation peut étre du aux facteurs édaphiques défavorables. L'inoculation de la
Vesce (Vicia sativa) avec les souches selectionnées a stimulé seulement la croissance de la
partie racinaire des plantes, et I’effet le plus remarquable a été enregistré par la souche (S8
Sphingmonas paucimobilis).

Mots clés: PGPR, Vicia sativa, inoculation, nodulation

Abstract

The exploitation and enhancement of biological ressources in the management of
agricultural systems is one of the alternatives proposed to limit the use of chemical inputs,
which are polluting and harmful to human and animal health. To this end, a field trial was
carried out on Vetch (Vicia sativa) inoculated with eight PGPR strains isolated from
rhizospheric soil. Their effect on plant growth was verified, as was their phenotypic and
biochemical characterization. The antibiorestance profile showed that the strains were
resistant to all the antibiotics tested except Gentamicin. Inoculation of the strains had no effect
on the establishment of symbiosis, and failure of nodulation may be due to unfavorable
edaphic factors. Inoculation of vetch (Vicia sativa) with the selected strains only stimulated
growth of the root part of the plants, and the most remarkable effect was recorded by the
strain (S8 Sphingmonas paucimobilis).

Key words: PGPR, Vicia sativa, inoculation, nodulation
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