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Introduction

Introduction

Le sol est un environnement ou cohabitent les racines des végétaux, les animaux et les
microorganismes, c¢’est un assemblage complexe de substances minérales et organiques, de gaz et
deau, a l'intérieur duquel se déroulent simultanément des phénomenes de dégradation et de
synthese(AMEUR , 2014).En effet, il est estimé que 80 a 90% des processus dans le sol sont des
réactions induites par les micro-organismes (KAIOUA et GRAIRI, 2015). Certains
microorganismes appelés rhizobactéries ont 1’aptitude a coloniser les racines de fagon intense. Il

s’agit par exemple de : Rhizobium (HATIM, 2015).

Toutes les légumineuses ne sont pas capables d'établir une symbiose avec Rhizobia, cette
caractéristique est inégalement répartie a travers les trois sous familles: 5-10% des genres de
Césalpinées, 50% des Minosacées, 90% des genres de Papilionacées (AMRANI, 2008).

L'arachide est I'une des plus importantes oléagineuses cultivées dans le monde, notamment
dans les régions arides et semi-arides de I'Afrique. Sa culture prend de I'ampleur en Algérie, ou elle
est cultivee dans plusieurs wilayas ElI Tarf, Skikda, Adrar, El Oued et Ghardaia. (AMRI-
TILIOUINE, 2007 ;AIT OUALLI, 2011).

Les principaux facteurs limitant l'activité biologique dans les sols sont la salinité, les
températures éelevées et le pH. Des interactions fréquentes entre ces différentes contraintes affectent

la croissance et la capacité de survie des micro-organismes dans les sols arides. (SOBTI,2013).

La fixation symbiotique de 1’azote consiste a inoculer les 1égumineuses avec des Rhizobia
efficients (MAOUGAL, 2004).L'azote est un nutriment essentiel et limitant pour le développement
des plantes et, bien que majoritaire dans I'atmosphére, (N).n'est pas directement assimilable par les
végétaux. En revanche, certaines plantes peuvent s'associer en symbiose avec des microorganismes
diazotrophe qui sont capables de fixe I'azote atmosphérique, ces bactéries induisent sur la racine de
la plante hote la formation d'un organe spécialisé appelé nodule. A l'intérieur des nodules, la
bactérie subit des transformations et fixe I'azote moléculaire de I'atmosphére en le convertissant en
ammonium, (NH4") assimilable par la plante. En retour la plante fournit aux bactéries des composés
carbonés issus de la photosynthese. (BOUDJENAMA et MANSOUR, 2014).

Cependant, plusieurs contraintes abiotiques peuvent réduire 1’efficacité¢ de cette symbiose
telle que le déficit en phosphore. (GHANIMI, 2014). Le phosphore est 1’'un de principaux

éléments nutritifs limitant la productivité des légumineuses vu que la majorité du phosphore (P)
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contenu dans les sols se trouve sous des formes minérales et organiques complexes qui ne sont pas
directement utilisables par les plantes. Le phosphore peut jouer un réle important sur la croissance
des souches de Rhizobia. (BOUDANGA, 2011).

L’utilisation des technologies microbiennes dans 1’agriculture est une autre approche
biologique, elle consiste en I'inoculation des plantes par les rhizobactéries (PGPR : Plant Growth
Promotion Rhizobacteria) ils sont bio fertilisants afin de favoriser et améliore leur croissance et
constituer une alternative prometteuse aux engrais chimiques et aux pesticides. La souche PGPR
possede propriété de fixer librement 1’azote en plus production solubilisation du phosphate,. De
ont fait I’objet de recherches possibilité de remplacer 1’engrais phosphore par des bios fertilités.
(SILINI, 2013).

La présente étude a pour objectifs de mettre en évidence la solubilisation du phosphate par
des souches Rhizobia en se basant sur une approche de caractérisation qui repose essentiellement
sur 1’étude les performances de croissance de ces souches en différents milieux, la solubilisation du

phosphate insoluble et la résistance aux antibiotiques.
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Parti 01 : Symbiose légumineuses-Rhizobia

1. Macrosymbiote (Arachis hypogaea L.)

Les légumineuses représentent la famille des Leguminosae (ou Fabaceae), des
dicotylédones. Elles forment une famille importante et variée des angiospermes. Plus de 18000
espéces de légumineuses que 1’on classe en trois catégories : les Papilionacées, les Mimosées et les
Césalpinées (RAMDANE et BOUKARANA, 2016).

L’arachide cultivée est une herbacée annuelle, appartenant a la famille des Fabacées et la
sous-famille des Papilionacées. Une famille qui renferme plus de 18 000 espéces, constituant ainsi
le groupe de végétaux supérieurs le plus abondant et le plus diversifié (LAZALLI, 2009).

1.1. Historique et origine

L’espéce de I’arachide (Arachis hypogaeal) est originaire de 1I’Amérique du Sud. Les
portugais introduisirent la plante au début du XVIéme siecle sur la cote occidentale de I’ Afrique. De
leur coté, les espagnols, a peu pres a la méme époque, 1’auraient introduite aux Philippines a partir
de la c6te Ouest du Mexique (LAZALI, 2009). De Ia, la culture de I’arachide se serait étendue vers
la Chine, le Japon, le Sud-Est asiatique, I’Inde et la cote Est de I’Australie. Ainsi, I’Afrique se
trouverait étre un licu de rencontre de deux voies différentes de diffusion de I’espéce (AMRI

TILIOUINE, 2007).

1.2.  Exigences et biologie de la plante

L'arachide est une plante caractéristique des zones semi-arides et arides dont le systéme
radiculaire est puissant. Ce systeme radiculaire est constitué par une racine primaire pivotante qui
s'enfonce verticalement dans le sol a une certaine profondeur. L'absorption de I'eau et des éléments
minéraux est assurée par le parenchyme cortical des radicelles. Son systéme racinaire présente des

nodules lui permettant de fixer I'azote atmosphérique (ALLEIDI, 2014).

La plante de I’arachide est caractérisée par une tige principale et des ramifications primaires
qui peuvent avoir de 0,20 a 0,70 m de long, selon les variétés et les conditions du milieu (fig01).
Les ramifications sont toujours herbacées de couleur vert clair, vert sombre ou plus ou moins
pourpre (LAZALLI, 2009).

Les feuilles sont pennées et possedent 4 folioles de forme ovale opposées par paires et de
couleur verte plus ou moins foncée. Elles sont portées par un pétiole de 4 a 9 cm de long. Deux
stipules de 2 & 3 cm de long sont fixées a la base du pétiole (STEPHANIE, 2008). Les feuille sont
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nombreuse, pennées avec deux paires des folies elliptiques opposée et subsessiles. Les fleurs
jaunes-orangéespapilionacées, prennent naissance a l'aisselle des feuilles.la fécondation a lieu avant
I'épanouissement des fleurs (clesitogamie) bien gu'il existe un certain pourcentage d'allogamie de 1
a4 (AMRI TILIOUINE, 2007).

Le gynophore se développe verticalement sous I’effet d’un géotropisme positif, la gousse
prend une position horizontale entre 2 et 7 cm sous la surface du sol (LAZALI, 2009).Aprés la
fécondation, la base de I'ovaire s'allonge pour donner naissance a un organe appelé gynophore qui
porte I'ovaire vers le bas (AMRI TILIOUINE, 2007).

L’arachide tolére bien la sécheresse mais il présent des phases de sensibilités variable selon
les stades physiologiques. La graine a besoin d’une quantité d’eau importante proche de la capacité
de rétention pour s’imbiber avant de germer, 1I’embryon par contre a des besoins en oxygene élevés

Dés que la germination est amorcée (AIT OUALI ,2011).
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Figure 1:Morphologie d’arachide (Doucouré, 1999)
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2. Production en Algérie

La culture d’arachide est trés ancienne. En Algérie, (fig02) elle s’est développée au cours
des années 80, sans pratiquement aucun appui de la part de I’Etat (AIT OUALI ,2011). Cependant,
il s’agit de culture des variétés d’arachide de bouche dont le débouché naturel n’est pas la

transformation par 1’industrie (LAZALI, 2009).

Dans la wilaya de Ghardaia qui affiche une production de 9500 gx pour une superficie de 520 ha.
Cette spéculation fait partie de la culture ancienne de la population de SEBSEB. La population
agricole dans sa presque totalité pratique cette culture, et se trouve au déliant des autres gammes de
cultures. Les superficies exploitées par les arachides s’avérent de plus en plus en progression. A
titre d’exemple pour I’année 2010 a 2011 les valeurs sont 350 ha. La production moyenne en
quintaux est de 7000gx, avec une qualité du produit trés appréciée par le public (FIHAKHIR.
2012)

ADRAR; 2574
SKIKDA; 220 _

EL-OUED; 7212

EL-TARF,; 11064

Figure2: Principales zones productrices d'arachide en Algérie (2009) (AIT .OUALI ,2011)

Microsymbiote (Rhizobia)

A chaque espéce de légumineuse correspond une espéce de Rhizobium qui lui est inféodée,
mais certaines especes de Rhizobium peuvent étre communes a plusieurs especes végétales. Les
souches de Rhizobium associées avec les légumineuses tempérées comme la luzerne, les trefles,

arachide, les vesces sont a croissance rapide, alors que les Bradyrhizobium associées aux especes
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comme les lupins, le soja et la plupart des espéces tropicales sont a croissance lente (RAMDANE
et BOUKARANA, 2016).

Le genre Rhizobium était d'abord appelé (de la vie latine de racine de signification), et
pendant beaucoup d'année c'était un crochet tout le genre pour tous les Rhizobia. Quelques espéces
plus tard ont été déplacées dedans a de nouveaux genres basés sur des analyses phylogénétiques.
(SAOUDI, 2007).11 se compose de 122 espéces Les Rhizobia sont des bactéries capables de fixer
I’azote atmosphérique et phosphore en association avec des légumineuses hotes
(MAOUGALRYM, 2004).

. Le nom de Rhizobium a été proposé par Frank en 1889.Ce type de bactérie a été isolé ,sous
le nom bacillus radicicola, il a été rebaptisé Rhizobium ( du grec rhiza= racine et bio= vie) dont la
signification est "vivant dans une racine".ce sont des bactérie appartement a la famille des
Rhizobiaceae (classe Alpha- protobacteria) et les Rhizobia isolés par Beijrink en 1988 et identifies
comme agents de la fixation d'azote ( AMMAR, 2010).

Ces bactéries sont capables d'établir une relation symbiotique avec les légumineuse L'infection se
traduit par la formation d'un organe appelé nodule. De plus, une des caractéristques de ces bactéries

est la production de bactériocines( substances antibactériennes de nature protéique) (SAADI ,2009).

3.1. Taxonomie

Pendant longtemps, les propriétés symbiotiques sont restées la seule base de la
caractérisation des Rhizobia mais actuellement I'on a complété I'étude classique des caracteres
phénotypiques par celle de la structure génomique. La classification moderne est basée sur
I’approche poly-phasique, c’est a dire sur 1’analyse génétique (Séquence de I’ADNr, homologie
ADN / ADN) ainsi que sur 1’analyse numérique afin de décrire toute nouvelle espéce de Rhizobia
actuellement, quelque 98 especes appartenant a 13 genres différents (RAMDANE et
BOUKARANA, 2016).

L'étude taxonomique (tab 1) des Rhizobium revét une importance capitale pour leur
utilisation en agriculture (DIOUF, 1997).La taxonomie des Rhizobium a changeé significativement
ces dernieres années avec le développement des nouvelles techniques d’études (KHALLEF et
BENDANA, 2016).
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Tableau I: Classification simplifiée des bactéries symbiotiques des légumineuses (Ramdane et

Boukarane, 2016)

Rhizobium Principale plante hote
Genre Espece
Rhizobium R .leguminosarium Tréfles
Biovartrifoli vesce, pois, lentille, etc.
Biovarviciae Haricot
Biovarphaseoli Lupin
R.lupini Arachide
Sinorhizobium S.meliloti Luzerne Melilote Trigone
S.ferdii Soja, Vigna
S.terangae Sesbaria, Acacias
Allorhizobium A.undicola Neptunianatans
Mesorhizobium M .loti Lotier, Arthylis, lupin
Bradyrhizobium B.elkanni Soja, Vigna ,macroptium
B.japonicum Soja, Vigna ,macroptium

Azorhizobium

A.caulinodans

Sesbania rotrata

Blastobacter

B .denitrificans

Aeschynomoneindica

Methylbacterium

M.nodulans

Crotalaria

Burkholderia

Burkholderia. Sp

Aspalathus

Raistonia

R .taiwanensis

Mimose
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3.2. Caractéristiques biochimiques et physiologiques
3.2.1. Caracteres biochimiques

Les Rhizobia sont des bactéries chimioorganotrophes ; ils utilisent des carbohydrates
relativement simples comme le glucose, le mannitol, le saccharose et des composes aminés. Les
vitamines s’aveérent parfois nécessaire pour la croissance de certaines especes (MOUAFEK,2010).
Les Rhizobia a croissance rapide peuvent croitre dans une large gamme de carbohydrates, mais ils
ont une croissance meilleure dans le glucose, le mannitol ou le saccharose. Tandis que la majorité

des souches a croissance lente préfére les pentoses (SAADI ,2009).

possédant une forme batonnet mobile de 0,6 a 0,9 um (fig03)de largeur et de 1,2 a 3 um de
longueur avec un flagelle polaire ou subpolaire ou 2 a 6 flagelles péritriches Elles sont des bacilles

Gram négatif et elles ne font pas d’endospores. ils sont non sporulantes (BOUDANGA, 2011).

Figure 3:Bactéries du genre Rhizobium vues au microscope électronique (x 1 000)
(BOUDANGA, 2011).

3.2.2. Caractéres physiologiques

Le Rhizobia est un micro-organisme aérobie ou microaérophile et peut se contenter d’une
faible pression en oxygene. Le pH optimum de la croissance se situe entre 6 et 7, précisement 6.8,
mais certaines souches peuvent tolérer un milieu acide de pH 4 comme Rhizobium japonicum. La
température idéale se situe entre 25-30°C. (AMMAR, 2010)

3.3.  Caractéristiques génétiques

La génétique de Rhizobium n'est pas chose simple, en raison du grande nombre de genes
impliqués dans la symbiose et les nombreuse particularités d'une souche a l'autre.le génome de
Rhizobium est particulierement intéressant , il peut y avoir trois types de replicons pour un

chromosome: de taille supérieure a 4 Mb, un méga plasmide (1-2Mb) et un plasmide de taille
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inférieur a 1Mb, selon les especes.les genes responsable de la nodulation (NOD) et de la fixation
dans les souches de Rhizobium sont située sur ce simple réplicon symbiotique (AMMAR, 2010).

4. Processus de fixation biologique d’azote

La fixation symbiotique de I’azote a été I’'un des premiers mécanismes bactériens identifiés
dans la rhizosphére des végétaux comme susceptible d’induire une augmentation de la croissance
des plantes. Les microorganismes a associations symbiotiques produisent 80% de 1’azote et le reste
provient des systémes libres ou associés (KAIOUA et GRAIRI ,2015). C'est le processus de la
fixation biologique de I'azote qui permet de produire des substances protéiques a partir de l'azote
gazeux présent dans I'atmosphére et I'environnement. C’est une réduction enzymatique de N, (azote
moléculaire) en azote ammoniacal, ou ammoniac (NHs) ; cette forme de N combiné, appelée
intermédiaire-clé, représente la fin de la réaction de fixation et le début de I'incorporation de l'azote
fixé dans le squelette carboné (SAOUDI, 2007) .Dans le systéeme biologique fixateur de N, les
conditions optimales de la catalyse biologique correspondent a une pression de 0,2 a 1,0 atm de N,
et une température de 30-35°C, alors que les conditions de la catalyse chimique sont tres séveres
(pression de 250- 1.000 atm de N, et température de 450°C) (SAOUDI, 2007).

N +8H" +8e +16 ATP-Mg™ » 2NH; + Hz +16 ADP + 16 Pi

5. Facteurs influencant la symbiose Légumineuses —Rhizobia:

La survie des Rhizobium dans le sol, la formation des nodosités et la fixation de phosphore
sont des processus trés sensible a 1’action directe d’un certain nombre de facteurs de
I’environnement. En effet, plusieurs facteurs tels que la composition physico-chimique du sol
Cependant, en Algérie ce processus naturel est affecté par plusieurs contraintes abiotiques parmi

lesquels le stress hydrique, le stress salin et les variations de température (IDJER et LAIDI, 2016).
5.1.  Stress thermique

La plupart des Rhizobia se développe entre 28° et 31°C (IDJER et LAIDI, 2016).Des
souches de Rhizobia isolées de Lupinus luteus capables de s’adapter a des fortes températures
pouvant atteindre 45°C ont été décrites (BOUDAD ,2015).
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5.2. Stress salin

La tolérance au sel des Rhizobia est trés variable et dépend, probablement dans une grande
mesure, de I'efficacité de leurs mécanismes d'osmorégulation (Mouafek, 2010). Dans les zones
arides et semis arides, les contraintes salines s’associent souvent au déficit hydrique, pour limiter
la production des espéces végétales chez les legumineuses (BOUDAD ,2015). La salinité affecte
la multiplication et la survie du Rhizobia dans le sol et la rhizosphére, inhibe le processus
d’établissement de ’infection rhizobienne entrainant une diminution du nombre des nodules,
réduit leur contenu en léghemoglobine, diminue ’activité¢ de la nitrogénase, altére la diffusion

intra nodulaire de I’oxygéne et modifie le statut ionique (IDJER S et LAIDI, 2016).

5.3. Effetdu pH

La majorité des Iégumineuses nécessitent un pH neutre ou légerement acide pour établir une
symbiose efficiente dans le sol. L’acidité¢ élevée du sol, influence la solubilité des éléments
minéraux et provoque des troubles dans la nutrition minéral ce qui affecte d’une part le
développement de la plante hoteet d’autre part ’efficience des Rhizobium et engendre par
conséquent une diminution de la nodulation. Alors que le pH alcalin du sol a un effet négatif sur la
disponibilité de certains minéraux tels que le fer et le manganese autant pour le Rhizobium que
pour la plante hote (BOUDAD ,2015).

5.4. Déficience en phosphore

Au sein de la plante, une quantité limitant en Pi pourrait avoir des conséquences, majeures
sur son métabolisme et son développement. La réponse des cultures a une carence en Pi est
complexe (BARGAZ, 2012).0n assiste a des modifications moléculaires, biochimiques,
physiologiques et morphologiques qui permettent a la plante de s’adapter a une disponibilité sub-
optimale du Pi dans le sol et d’augmenter son efficacité d’utilisation et/ou d’acquisition. Une
description chronologique hypothétique des réponses peut-étre proposée en regroupant les

réponses en trois catégories : morphologique, métabolique et physiologique (BARGAZ, 2012).
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Partie 02 : Le phosphore dans le systeme sol-plante

1. phosphore dans sol
Le phosphore joue un role essentiel dans le transfert d’énergie nécessaire a la croissance et
I’amélioration de la productivité des plantes. C’est un élément indispensable et irremplagable pour

les besoins vitaux des plantes (DJEGHAR et DJEGHAR, 2014).

Dans les sols, son contenu varie de 200 a 5000 ppm soit 0,02 a 0,5% pour une moyenne de
600 ppm. Le phosphore constitue le deuxiéme élément en importance pour la nutrition végétale.
Cependant, la majorité des sols cultivables en sont pauvres. Pour améliorer la production des
plantes, on apporte le phosphore sous forme d’engrais soluble. Cependant, I’enrichissement en
phosphore du sol suite a des applications de fertilisants dépend des caractéristiques chimiques et
de la nature pédologique du sol. En effet, la plus grande partie du phosphore ajouté sous forme
soluble (BIDI et OUAMEKH, 2015).

La forte affinit¢ du P pour les particules du sol a longtemps conduit la communauté
scientifique a considérer cet élément comme totalement immobile dans le sol. Cependant, on sait
actuellement que le P peut étre mobilisé et redistribué dans le profil du sol et que dans certains cas il
peut étre transferé hors de ce profil (BARGAZ, 2012)

1.1. Laforme de phosphore dans sol

Les sols contiennent 100 a 3000 mg P kg sol-1 sous forme de phosphate qui peut étre intégré
dans une large gamme de constituants organiques et minéraux. La proportion de P associé a des
composés organiques varie selon les sols et leur type d’utilisation et varie de 30 a 65% du P total
(BARGAZ, 2012). . La disponibilité du P inorganique (Pi) pour la racine dépend des mécanismes
qui contrdlent sa concentration en solution et qui sont de nature physico-chimique, biochimique et
biologique selon ses principales formes dans le sol. Généralement, le P se trouve sous sa forme
minérale et organique (BARGAZ, 2012)

1.1.1. Le phosphore minéral
Les ions orthophosphate constituent la seule forme de P directement assimilable par les
plantes. Seule une faible proportion de P est présente sous forme de Pi en solution et sa

concentration est maintenue pour la majorité des sols entre 0,1 et 10 uyM (GHANIMI, 2014).

11
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Les mécanismes physico-chimiques responsables de la mobilisation de P sont 1’altération
des minéraux primaires, la destruction des agrégats qui libére des minéraux P secondaires suivie de
la désorption des ions phosphate contenus dans ces minéraux et enfin les échanges ioniques qui
permettent la mise en solution de Pi a partir du pool labile de P inorganique. Cependant, le
mécanisme majeur qui détermine la mise en solution de Pi & partir des minéraux phosphatés ou des
surfaces d’échanges du sol est la variation du pH de la solution du sol (GHANIMI, 2014).

Le P existe sous forme d’orthophosphate (PO,>) plutdt que sous sa forme élémentaire
puisqu’il réagit facilement avec 1’oxygene. Au niveau du sol, les deux principales formes d’ions
phosphatés sont le H,PO, (condition acide) et le HPO,* (condition alcaline) (TAKTEK, 2015).

En effet, la fraction minérale de P du sol se trouve dans différentes combinaisons avec le Fe*",
AP, le Ca*', le fluor et autres éléments. Ainsi, la plus grande partie du P ajouté sous forme
soluble est soit adsorbée par le calcium présent sur le complexe d’échange, soit précipitée par les
formes libres de fer ou d’aluminium qui se retrouvent en quantités importantes dans les sols de

I’ordre de 0,2 a 0,7 % soit plusieurs tonnes par hectares (BARGAZ, 2012).
1.1.2.Le phosphore organique

On peut définir le P organique comme I’ensemble des composés comportant un ou plusieurs
groupements phosphatés et qui sont produits par le métabolisme des étres vivants. De ce fait, le P
organique dérive principalement des résidus végetaux, des cellules microbiennes et fongiques et des
métabolites cellulaires. Le organique peut représenter jusqu’a 80% du P total présent dans un sol
(BARGAZ, 2012).

Il est essentiellement présent sous forme de phosphates d’inositol (phytate) et
secondairement sous forme de sucres, acides nucléiques, et phospholipides Les phosphates
d’inositol constituent des réserves phosphorées, provenant en majorité des plantes et stockées dans
les graines. La présence d’un ou plusieurs groupements phosphate dans les composés de Po entraine
une faible mobilité dans la solution du sol (GHANIMI, 2014).

En effet, ils peuvent étre fortement adsorbés par les minéraux argileux et peuvent former
avec la matiere organique des composeés difficilement dégradables ou précipiter avec les oxydes de
Fe ou d’Al dans les sols acides ou de Ca et Mg dans les sols alcalins. Le taux d’adsorption du Po
dans les sols est fonction de sa structure, notamment du nombre de résidus P, de sa charge mais
aussi de sa taille moléculaire. Ainsi, les phosphates d’inositol s’adsorbent plus facilement a la
surface des argiles que les acides nucléiques, les phospholipides ou les sucre simples .La difficulté

d’accessibilité aux formes de Po en interaction avec les argiles et la matiere organique du sol
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implique qu’une grande proportion de Po du sol reste encore chimiquement non déterminée

(BARGAZ, 2012).

1.2.  Cycle de phosphore

Le cycle de phosphore est centré autour de la seule forme de Phosphore (fig04) utilisable par
les organismes vivants qui est le Phosphore en solution. L’approvisionnement de ce pool de
phosphore en solution est sous I’influence de deux sous-cycles ; I'un est biologique (pools
organiques) et ’autre géochimique (pools minéral), provient majoritairement de 1’altération des

roches meres (GHANIMI, 2014).

» Phosphore organique
» Phosphore minéral
> Phosphore particulaire

J "é'| ol |
Fixation dans le sol
A B
Roches ignées Erosion
* \J
Sources anthropiques Phosphore soluble disponible <

A
Biosynthése > Végétaux

b

) A

" ‘\ i 3 :/_ )b ', Phosphate minéral Animaux tasaiae
~ CYC|O) » M " Y Matiére organique
ma“n‘ néralisation e -
V4
| Sédiments :
+ -m"l hétérotrophes '
y e v
particulaire minéral morte a
T Y = =i
Soulévement L Sediments. ] I

Figure 4: Schéma représentatif du cycle de phosphore (LEFEBVRE S., 2003).

2. Phosphores dans le végétal

Le phosphore se trouve dans la plante sous forme minérale (phosphate alcalins et alcalino-
terreux) (BOUHANIA et ZEHRI, 2005).

La plante absorbe (fig05) le phosphore nécessaire sous forme d’ions mono phosphatés
H,PO, et diphosphatés HPO, .Les mono phosphatés constituent la principale forme absorbée par les
plantes. Les quantités de phosphore absorbées sous forme di phosphatée sont plus importantes sur
les terres basiques (BOUHANIA et ZEHRI, 2005).

L’absorption du phosphore est treés rapide en début de végétation et s’arréte a peu pres vers

la fin de la période de croissance (BOUHANIA et ZEHRI, 2005).
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Figure 5:Transport du phosphate au niveau cellulaire (BARGAZ, 2012)

3. Role physiologique du phosphore

Le phosphore est un des éléments essentiels dans la constitution de toutes les cellules
vivantes, ou il est impliqué dans 1’édification des molécules organiques, la synthése du matériel
génétique, et dans le déroulement des processus d’accumulation et de transfert d’énergie. Il
constitue un des éléments majeurs dans les fumures (BENAGGAB AMAR, 2011).

Le phosphore joue divers roles vis-a-vis les plantes. En d’autre terme, il intervient dans le
phénomene de photosynthése en tant que fixateur et transporteur d’énergie et favorise également
(HATIM, 2015) :

Une bonne croissance.

Un bon développement racinaire et un accroissement de la masse des radicelles, favorisant
ainsi I’amélioration et la croissance de la plante.

E3) La rigidité des tissus, ainsi ils sont plus résistants a la verse et aux maladies dues a des
champignons.

La reproduction a travers une bonne fécondation et une bonne fructification.

] La qualité des produits (tissus riches en phosphore) pour 1’alimentation des hommes et des

animaux.
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Finalement, une alimentation adéquate et convenable en P permet un développement harmonieux

des plantes qui peuvent prélever les quantités nécessaires de nutriments dont elles ont besoin.

4. Importances du phosphore dans la fixation symbiotique d’azote

Les légumineuses disposent d’un systéme racinaire moins développé par apport aux
graminées, ce qui limite I’absorption du phosphore qui diffuse trés lentement a travers la solution
du sol vers la rhizosphére. Le phosphore augment la croissance des plans, le poids du plant, la
surface foliaire, le nombre et le poids sec de nodules, I’activité nitrogénasique et le contenu en
phosphore dans les racines et les feuilles. (BENAGGAB AMAR, 2011).

En conséquence, I’organogénése nodulaire immobilise de grandes quantités de P dans les
membranes phospholipidiques et les acides nucléiques bactériens et végétaux. Ont trouvé des
concentrations en P 3 fois plus élevées dans les nodules que dans les racines et parties aériennes du
haricot. 11 s’y ajoute I’ATP nécessaire a I’activité de la nitrogénase, N, + 8 & + 8 H" + 16 ATP

donnent 2NH; + H, + 16 ADP + 16 Pi (JEAN JACQUES, 2017).

5. Solubilisation du phosphore

La solubilisation microbienne du phosphate joue un role important dans la conversion du P
insoluble en P soluble. En effet, il a été démontré que certains microorganismes du sol sont
impliqués dans la solubilisation des phosphates insolubles. Ces microorganismes bénéficient
directement du P biodisponible nécessaire pour leur croissance. De méme, d’autres organismes sont
en mesure de profiter du P solubilisé, tels que les champignons et les plantes supérieures
(TAKTEK, 2015).

5.1. Solubilisation directe

La minéralisation du P organique du sol (Po) joue un ré6le indispensable dans le cycle du
phosphore d'un systéme agricole. Le P organique peut constituer 40 a 90% du P total du sol. Prés de
la moitié des micro-organismes dans le sol et les racines des plantes possedent un potentiel de
mineéralisation du P sous l'action des phosphatases (HATIM, 2015). Les phosphatases acides
utilisent des phosphates organiques comme substrat pour les transformer en une forme inorganique
(TAKTEK, 2015). Donc le principal mécanisme de la minéralisation des P organiques est la

production de phosphatases acides (HATIM, 2015). Ces enzymes hydrolysent la liaison monoester
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a partir de résidus organiques. La plus grande partie de phosphatases extracellulaires du sol provient
de la population microbienne (BOUDANGA,2011).

5.2. Solubilisation indirecte

Le processus de solubilisation du phosphate par les bactéries solubilisant le phosphore
(BSP) est due a la production d'acides organiques a faible poids moléculaire qui a été accompagnee
par l'acidification du milieu, et ces acides organiques peuvent chélater les cations avec leur groupes
carboxyle et hydroxyle (BIDI et OUAMEKH, 2015). L'analyse des filtrats a montré la présence de
nombreux composés organiques tels que l'acide malique, glyoxylique, succinique, fumarique,
tartrique, acide butyrique céto alpha, oxalique, citrique, lI'acide 2-cétogluconique et gluconique
(BOUDANGA, 2011).
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1. Lieu de’étude
La présente ¢tude a été réalisée au sein de laboratoire de Microbiologie de 1’Université de
Ghardaia.
2. Matériel microbiologie
Il correspond a six isolats rhizobiens, récoltés a partir des nodules racinaires des plants
d’arachide, provenant de plusieurs exploitations agricoles dans la région de Mansoura (Fig. 06).

Les isolats ont été, par la suite, conservés dans des tubes contenant du glycerol (30%), a 4C°
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Figure 6:Localisation géographique de la région d’étude
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3. Matériel et Méthode de travail
3.1. Préparation des milieux
3.1.1. Le milieu d’enrichissement

Pour cette premiere étape de tests, nous avons utilisé essentiellement deux milieux solides a
base d’extrait de levure : YMA (Yeast Mannitol Agar) et test BTB (bleu de bromothymol)
(VINCENT, 1970) (Annexe n°1). Apres ajustement du pH a 6.8, les milieux ont été stérilisés dans

I’autoclave a 120°C pendant 20 minutes.

3.2.Le milieu de solubilisation de tricalcium phosphate

Le milieu PVK agar, mis au point par PIKOVSKAYA en 1948, a été utilisé dans cette
présente étude pour mettre en évidence la solubilisation de calcium triphosphate (CasPO4) (Annexe
n°l).

4.  Repiquage des Rhizobia
Les isolats conservés ont été ensemencés en quadrants dans des boites de Pétri contenant le
milieuYeast-Mannitol-Agar (YMA). Les cultures ont été par la suite incubées pendant 7 jours a
28°C(Fig. 07).

Figure 7: Ensemencement des isolats bactériens (originale ,2018)
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5. Purification
Les cultures rhizobiens ont été repiquées plusieurs fois dans des conditions aseptiques sur

le milieu YMA jusqu a I"obtention des colonies homogenes et faciles a caractériser

6. Test physiologique
6.1. Tolérance a la salinite

Quatre concentrations différentes de NaCl ont été testées pour les différents isolats dans le
milieu YMA. En effet, le NaCl été ajouté dans le milieu avant autoclavage a des concentrations de
1%, 3%, 6% et 10% Les boites ont été ensemencées selon la méthode des tests précités et ont été
ensuite mises en incubation a 28°C pendant 3 jours.

6.2.Tolérance des isolats au pH
Les souches ont été évaluées pour leur tolérance au pH sur plusieurs milieux YMA ajustés a
chaque fois a pH=4, pH=5, pH=6, pH=6.8, pH=8 et pH=12. Aprés incubation a 28° C, les

observations sont ont été prises chaque 1 jours durant 3 jours d’incubation.

7. Test du bleu de bromothymol (BTB)
La sélection des isolats par rapport a la production de composés acides ou alcalins a été
basée essentiellement sur indicateur du pH. En effet, 1.25 ml du BTB (0.5%) est ajouté au milieu
YMA avant stérilisation. Le BTB est connu par son virage de coloration en jaune a pH acide, vert

a pH neutre et bleu a pH alcalin.

8. Test de biosolubilisation du phosphate inorganique par les Rhizobium
Un volume de 10 pl de suspensions bactériennes issues de pré-cultures fraiches, a été déposé
a la surface du milieu PVK solide additionné de bleu de bromothymol. Apres incubation a 28 °C
pendant 7 jours, le diamétre de la colonie et du halo claie ont ét¢ mesurés. L’indice de

solubilisation a été, en effet, calculé suivant la formule :

Diameétre de 1’halo(mm)—diamétre de la colonie(mm)

S(%) = x 100

Diameétre de la colonie (mm)

Ce test consiste a sélectionner les microorganismes capables de produire des zones claires autour

des colonies microbiennes dans un milieu de base contenant le phosphate tricalcique (TCP)
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(CazP0O,4) comme seule source de Phosphore. Ces zones claires sont dues a la production des acides

organiques dans le milieu entourant les colonies en question (HATIM, 2015).

9. Résistance aux antibiotiques

Chaque boite contenant le milieu YMA est ensemencée par 10ul d’une pré-culture fraichement
préparée. On utilise trois disque dantibiotique  sont Ampicilline(AMP), Gentamicine(GN) et
Amoxicilline (AMO). L'observation  aprés une trois jour d’incubation, les diamétres d’inhibition

ont été par la suite mesurés pour chaque isolat (Fig. 08).
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Figure 8: Disque d'antibiotique d’Ampicilline et de la Gentamicine

10. Analyses statistiques

Les données recueillies ont fait 1’objet d’'une Analyse Factorielle des Correspondances
(AFC) en utilisant XLSTAT 2016. De méme, une Classification Ascendante Hiérarchique (CAH) a

été réalisée en exploitant la méthode d’agrégation de Ward.
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1. Caracterisation physiologique :
1.1. Effets de pH sur la croissance des isolats rhizobiens

Les résultats que nous avons obtenus montrent que tous les isolats ont une croissance
optimale dans un pH=6,8. Bien que ’isolat M4a a fait preuve d’un large spectre de croissance par
rapport aux niveaux du pH testés, les isolats M2a, M3a ont une croissance moyenne a un pH
acide (4 et 5), voire méme faible lorsque le pH devient fortement alcalin (pH=12). Les isolats
M1la, M6a et M7a sont ceux qui ont noté la plus faible croissance dans les milieux a pH différent
de 6,8 5(Tabll)

Tableau I1: Effet de pH sur la croissance des isolats rhizobiens

Isolat

Mla M2a M3a Md4a M6a M7a

4 + ++ ++ +++ + +

5 + ++ ++ +++ + +

pH 6 + + + ++ + +
6.8 +++ +++ +++ +++ +++ +++

8 ++ ++ ++ ++ + +

12 + + + ++ + +

+ . moyenne croissance.

++ : Bonne croissance.

+++ : Tres bonne croissance
+ : faible croissance.

1.2. Effet de NaCl sur la croissance des isolats rhizobiens

Les résultats relatifs a la croissance des isolats rhizobiens en fonction des seuils de salinité
sont représentés dans le tableau I11. Les isolats testés ont montré une variation assez importante en
réponse aux concentrations de sel. En effet, pour la faible concentration de NaCl 1%, la
croissance varie entre moyenne pour les isolats M1a et M3a a élevée pour M2a, M4a et M6a. Au
fur et a mesure que les concentrations du sel augmentent, les isolats Mla et M2a ont montré la
plus faible croissance par rapport aux autres isolats. Néanmoins, 1’isolat M4a est celui qui a fait
prouve d’une grande tolérance a la salinité, vu qu’elle est bien poussé dans toutes les
concentrations de sel. Pour I’isolat M7a, nous avons noté la plus faible croissance sauf que pour la

concentration 10% (Tab. I11).
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Tableau I11: Effet de NaCl sur la croissance des isolats rhizobiens

Isolat
M1la M2a M3a Mda M6a MT7a
1% ++ +++ ++ +++ +++ +
NaCl 3% + + ++ +++ ++ +
6% + + ++ ++ + +
10% +++ +++ ++ +++ +++ ++

+ : Moyenne croissance.
++ : Bonne croissance.
+++ : Trés bonne croissance.
+ : faible croissance.

2. Test du bleu de bromothymol (BTB)

Cette expérience ayant pour but de distinguer entre les isolats acidifiants du milieu YMA
additionné¢ du BTB, et les isolats produisant des composés alcalins. En effet, 1’ajout du BTB au

milieu YMA permet une mise en évidence d’une réaction acide ou basique.

En effet, nous avons constaté que tous les isolats testés ont tendance a une coloration jaune
apres 72h d’incubation. Néanmoins, la densité de coloration jaune varie d’un isolat a un autre. Les
isolats M1a, M2a et M3 sont ceux qui présentent la densité la plus élevée, couvrant pratiquement
toute la surface de la boite de culture. Les isolats M4a et M6a se caractérisent par une densité
moyenne, tandis que pour M7a, nous avons noté la plus faible densité. La coloration jaune révélée
dans ce présent test indique que les isolats rhizobienne ont un seuil d’acidification plus ou moins

varié (fig9)

Figure 9:Résultats du test au bleu de bromothymol (orginal, 2018)
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3. Test de biosolubilisation du phosphate inorganique par les Rhizobium

Six (06) isolats de Rhizobia ont été cultives sur milieu PVK (PIKOVSKAYA, 1948).
Solide, avec comme seule source de P le CazPO,. Ce test nous permettra d’évaluer la capacité des
souches a solubiliser le P & travers leur croissance et le diamétre du halo entourant les colonies. Ces
zones claires sont dues a la production d’acides organiques dans le milieu entourant les colonies de
Rhizobium. Le calcul de l'indice de solubilisation (IS) nous a permis de mettre en évidence la
capacité solubilisatrice de chaque isolat bactérien afin de le comparer a d’autres les isolats.

La figure 10 montre que les plus grandes capacités de solubilisation sont notées chez les
isolats M6a (400%) et M4a (300%). Les isolats a capacité moyenne de solubilisation sont M2a
(200%) M7a (150%) et M1a (100%). L’isolat M3a a noté, par contre, un indice de solubilisation
faible (66.66%)(fig.11)

l'indice de solubilisation
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Figure 10: Variation de I’indice de solubilisation du phosphate
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Figure 11: halo de solubilisation (original, 2018)

4. Test d’antibiotiques

Le test d’antibiogramme permet d’établir le spectre de résistance de chacun des isolats aux
antibiotiques sélectionnés. Le principe est basé sur ’observation de la croissance bactérienne en
présence des antibiotiques par diffusion a partir des disques dans un milieu gélosé. La croissance
bactérienne s’arréte lorsque les bactéries sont en contact avec une concentration inhibitrice. Le
diameétre de la zone d’inhibition varie selon la sensibilité des souches

Les résultats obtenus montrent des réponses similaires de tous les isolats souches avec les
antibiotiques. En effet, nous pouvons constater que tous les isolats sont sensibles a la présence de
Gentamicine, vu qu’aucunetrace de croissance autour de la zone de disque d’antibiotique n’a été
notée. Cependant, la zone d’inhibition a été différente d’un isolat a un autre. Les isolats M7a etM3a
sont considérés les plus sensibilité (20 mm de zone d’inhibition) suivis par M6a, M4a et M2a a une
moyenne sensibilité et pour Mla est la plus faible (10mm). Néanmoins, pour les deux autres

antibiogrammes, nous considérons que tous les isolats sont résistants (Fig. 12 et 13).
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Figure 12:Variation du diamétre de I’antibiogramme

Figure 13: test d’antibiogrammes (originale, 2018)

5. Analyse Factorielle des Correspondances (AFC)

L’Analyse Factorielle des Correspondances (AFC) met en évidence le lien les différents
isolats et les tests physiologiques et de croissance utilisés dans cette étude. En effet, I’inertie figurée
dans le premier axe factoriel F1 (61.57%) et le deuxiéme F2 (22.03%) conduit a une bonne
représentation des variables et des individus sur la carte factorielle (83.60%). La premiere
composante factorielle retient les réponses des isolats aux concentrations 1% et 10% de NaCl
contre la croissance au pH= 4, 5, 6 et 8. La deuxiéme composante relie les croissances au pH=4 et
la concentration 3% de NaCl contre les pH : 5, 6 et 8 ainsi que les doses 1% et 10% de NaCl. La
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carte factorielle nous a permis de distinguer, par consequent, trois groupes d’isolats rhizobiens
(Fig. 14):

- les isolats M7a et M2a a croissance performante tant sur des doses faibles 1% que les plus élevées

10% de NaCl.
- I’isolat M6a qui a bien poussé dans des milieux a pH légeérement alcalin (pH=S).

- les isolats M3a et M4a pouvant pousser non seulement dans des milieux acides (pH=4), mais

également dans une salinité moyenne 3%
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Figure 14: Regroupement des isolats rhizobiensselon ’AFC

6. Classification Ascendante Hiérarchique (CAH)

La classification des isolats selon la méthode d’agrégation de Ward a ét¢ de méme utilisée
dans ce présent travail, afin de mettre en évidence les clusters de regroupements en utilisant une
dissimilarité par distance euclidienne. En effet, les résultats montrent les six (06) isolats testés
peuvent étre regroupés en deux principales branches. La branche I, regroupe les isolats M3a et M4a
présentant une meilleure croissance a une salinité assez importante 10%. La branche I, elle-méme

se divise en deux clustersA et B.Bien que le cluster Aretient les isolats M2a, M6a et M7a a des
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performances de croissance moyenne, le cluster B maintient I’isolat M1a dont la résistante a la

gentamicine est la plus faible (Fig. 15) (Annexe 2).
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Figure 15. Regroupement des isolats selon la CAH
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Discussion

Six isolats Rhizobia provenant de la région d’El-Mansoura ont été caractérisés sur des
substrats sélectifs (YMA) dans ce présent travail, en utilisant plusieurs tests physiologiques et de

croissance.

Bien que la totalité des isolatssoient capables de croitre dans des pH allant de 4 a 12,
I’optimum de croissance de tous les isolats testés se situe entre pH 6 et 6.8, ce qui indique que les
isolats obtenus sont des neutrophiles (RAMDANE et BOUKARANA, 2016).Dans ce contexte,
BELHADJISSA et BENBITOUR (2017)ont constaté que la majorité des isolats d’arachide
(Arachis hypogaeal..) dans la région de Ghardaiasont capables de croitre dans des Ph variant entre
4.5 et 9.D’autres travaux portant sur les isolats de luzerne (Medicago sativa L.) ont montré par
contre une croissance nulle a pH=4 (RAMDANE et BOUKARANA, 2016).Néanmoins, FECIH
(2016) rapporte que les Rhizobia associé a Medicago sativa au Maroc sont sensibles aux pH acides
(pH 4) vu que la plupart des isolatstolerent une acidité de pH= 5,5 & 6,0 et que leur croissance a
augmenté en milieu alcalin. D’autres Rhizobia isolés en en Egypte peuvent croitre & un pH allant de
6 a 8 avec une certaine tolérance a un pH 3.5 - 4,0(ZAHRAN et al, 2012).La tolérance des Rhizobia
a l'acidité varie en fonction des especes et méme d'autres souches a la méme espece. L'effet de
I'alcalinité est moins néfaste sur la survie des Rhizobia. En effet la majorité de ces bactéries
peuvent tolérer des pH allant jusqu'a 9.d'autre études ont montré que les Rhizobia a croissance
rapide sont généralement plus sensible a I'acidité. Des souches des mémes especes peuvent montrer
une large variation de tolérance au pH(BENSELAMA, 2015).D’aprés, CORREA et BARNEIX
(1997),la résistance aux pH acide ou alcalin n’est pas corrélée avec le temps de croissance des
souches et la capacité de produire des substances alcalinisantes ou acidifiantes du milieu.(IDJER
ET LAIDI, 2016). En outre, GLENN et DILWORTH (1994) ont rapporté que le groupe des
souches bactériennes a croissance rapide a tendance a tolérer des milieux basiques allant jusqu'a un
pH del0. Dans ce sens, RAOet al. (1994) ont isolé des Rhizobia de pois pouvant tolérer des pH
supérieurs a 11,5 (Dhane Fitouri, 2011). En effet, La tolérance des Rhizobia a pH acide dépend de
leur capacité de maintenir le pH intracellulaire entre 7.2 et 7.5, méme a un pH acide externe. Des
différences dans la composition en lipopolysaccharides, accumulation des polyamines cellulaires

ont été associes a la croissance des cellules a pH acide (SEBIHI, 2005).

Bien que la plupart des isolats sont considérés comme halotolérantespouvant croitre dans
des concentrations de NaCl variant de 3% a 10%, 1’isolat M7a montré une faible croissance dans
toutes les concentrations incluant celle de 3%. De méme, BELHADJAISSA et BENBITOUR
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(2017) montrent que les isolats tolérent jusqu’a 8% de salinité, rien que d’autres croient dans une
salinité élevée (10%). En effet, le Rhizobium est une bactérie sensible a la salinité surtout durant le
processus de la symbiose, mais il peut tolérer des concentrations élevées ; il est doté d’un
mécanisme d’adaptation qui le rend capable de surmonter I’effet du stress salin. Plusieurs especes
de Dbactéries sont capables de s’adapter aux conditions de forte salinit¢ par I’accumulation
intracellulaires des solutés organiques de faible poids moléculaire appelés osmoprotecteurs.
Certains auteurs ont rapporté que les Rhizobia sont plus tolérants au stress salin que leur plantes
hotes (SEBIHI, 2005).BOUDAD(2015), constate, de méme, que la variation de cette tolérance a la

salinité est liée a la variation de la vitesse de croissance chez les souches rhizobiens.

La coloration jaune parvenue en présence de bleu de bromothymol (BTB) qui a été notée
chez tous les isolats met en évidence 1’acidification du milieu de culture. Cependant, les résultats
obtenus par BELHADJISSA et BENBITOUR (2017) laissent supposer que parmi les isolats
testés, il y en a ceux qui sont alcalinisantes. Les Rhizobia de Pisumsativum L. de la région de Bejaia
peuvent avoir de méme les deux types de réaction (acidification et alcalinisation) (BELHADJ ET
OULDYOUCEF, 2017 ; SANDEEP et al. 2015). Cependant, les souches a croissance rapide sont
considérées comme bactéries acidifiante. Elles devraient, par conséquent, changer la coloration du
BTB vers le jaune contrairement aux souches & croissance lente qui sont considérées comme des
bactéries qui alcalinisent le milieu de culture (BELLIRDARINE ET ZIADA, 2014).

Les halos clairs observés pour tous les isolats testés mettent en évidence la capacité des
isolats solubiliser le phosphore tricalcique (CasPQO,4) contenu dans le milieu PVK. En effet, le test
consiste a sélectionner les microorganismes capables de produire des zones claires autour des
colonies microbiennes dans un milieu de base contenant le phosphate tricalcique (TCP) comme
seule source de phosphore. Les zones claires sont dues par, conséquent, a la production des acides
organiques dans le milieu entourant les colonies en question (HATIM, 2015). La capacité bactéries
rhizosphériques a solubiliser les phosphates insolubles. Dans cette étude, un indice de solubilisation
assez important est noté chez les isolats d’arachide pouvant atteindre méme les 400%.Dans ce
contexte, 1’activité solubilisatrice évaluée chez un certain nombre de souches de Rhizobium a
révélé un IS compris entre 248 pour Rhizobium leguminosarun bv. Vicia et 141% pour
Mesorhizobiumciceri, M. mediterraneum et Sinorhizobiummeliloti (ALIKHANI et al, 2006 in
HATIM, 2015). Ainsi, HATIM., (2015) ont pu identifier une espece Rhizobium ssp isolée a partir
des nodules racinaires d’Acacia caractérisée par un pouvoir de solubilisation du phosphate

tricalcique élevé, avec un IS de 200%.
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L’utilisation des antibiotiques agents de I’inhibition sélective des bactéries GN, AMP et
AMX montre la capacité de Rhizobium a la résistance pour AMP et AMX mais pas pour la GN.
Les antibiotiques agissent globalement sur les enveloppes cellulaires (paroi, membrane
cytoplasmique) et sur la synthese des protéines et des acides nucléiques par des mécanismes
spécifiques. Le mode d’action de ces molécules varie en fonction du type de
I’antibiotique(RAMDANE ET BOUKARANA, 2016).L'effet semblable de I'amoxicilline et
ampicilline peut se dédier qu’elles appartiennent a la méme famille B-lactamines, sous famille
pénicilline et au groupe d'amino-pénicillines (pénicilline du groupe A)(DELPHINE, 2008). En
effet, L'amoxicilline a un spectre d’activité trés similaire a celui de 1’ampicilline (BERNIER,
2008). En revanche, la gentamicine appartenant a la famille des aminoglycosides(DEREDJIAN,
2013).Le mécanisme de résistance aux antibiotiques le plus répandu chez les bactéries Gram
négatives est l'inactivation extra ou intracellulaire de I'antibiotique, ce qui aboutit a la perte de
I'affinité de l'antibiotique pour sa cible. La résistance intrinseque aux antibiotiques a été étudiée
aussi bien chez les souches de Rhizobium. Le degré de résistance des souches aux antibiotiques peut
varier d'une espece a une autre et méme entre les souches de la méme espece
(BENSELAMA,2015). La résistance aux antibiotiques peut s’exprimer au travers de plusieurs
mécanismes : production d’une enzyme modifiant ou détruisant I’antibiotique, modification de la
cible de I’antibiotique ou encore, imperméabilisation de la membrane de la bactérie.Certaines
bactéries sont naturellement résistantes a des antibiotiques. On parle de résistance innée. Leur

patrimoine génétique les rend insensibles a un certain nombre d’agents (BENJIRA, 2016). .
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Conclusion

Le présent travail vient de mettre au point la caractérisation des isolats rhizobiens adaptés
aux conditions environnementales stressantes, pouvant améliorer la productivité de la culture
d’arachide en améliorant la fixation symbiotique d’azote et la solubilisation des phosphates dans les

sols calcaires des régions arides.

Pour ce faire, six isolats bactériens, récoltés a partir des nodules d’arachide cultivée dans la
région de Mansoura, ont €té soumis a des tests physiologiques, d’antibiogramme et de solubilisation

de phosphate tricalcique.

Les résultats obtenus relatifs a la variation de la croissance des isolats en fonction de pH du
milieu montrent que la totalité des isolats ont un optimum de croissance dans un pH = 6.8. Certains
isolats ont révélé une croissance assez importante a un pH acide (pH=4) mais pas pour un pH
fortement alcalin (pH=12). L’isolat M4a avait, par contre, une performance de croissance, aussi

bien dans des pH acides qu’alcalins.

Bien que les isolats rhizobiens testés ont montré une croissance optimale dans une
concentration de NaCl = 1%, la plupart sont considérés comme halotolérants, vu qu’ils ont
maintenu leur croissance au seuil de 10% de NaCl.

Le test BTB nous améne a constater le pouvoir acidifiant des isolats du milieu YMA. Ceci
est essentiellement du a leur croissance rapide, ce qui nous oriente vers le genre Rhizobium lors

d’un éventuel processus d’identification

Les isolats ont révélé, dans cette étude, une résistance assez importante a I’Amoxicilline et a

I’ Ampicilline, mais une sensibilité par contre a la Gentamicine.

Le test de solubilisation du phosphate tricalcique, nous laisse a constater que les isolats
possédent un pouvoir élevé de solubilisation lorsque le phosphore est présent dans sa forme

insoluble.

L’approche multivariée (AFC et CAH) utilisée dans ce présent travail nous a permis de
repérer un groupe d’isolats (M3a et M4a) a croissance performante par rapport a tous les facteurs

des tests examinés.

Les différents résultats obtenus dans cette étude ouvrent la piste vers de perspectives

intéressantes. A cet effet, nous recommandons :
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D4 D’étudier la capacité de ces rhizobactéries a tolérer les différentes conditions de stress
environnemental telles : la salinité, le pH, en utilisant d’autres gammes de seuil.

DY D’exploiter les bactéries solubilisatrice des phosphates dans les champs, a travers
I’inoculation des plantes par des produits biofertilisants a base de souches solubilisatrice de
phosphore, afin de contribuer a la lutte contre 'utilisation intensive des engrais et des pesticides
chimiques en agriculture .

DY De mieux approfondir dans les tests d’antibiogramme surtout sur le groupe de gentamicine.
DY D’explorer les résultats par d’autres approches de caractérisation et de procéder a la

caractérisation moléculaire afin d’arriver a des souches rhizobiens bien identifiées.
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Annexes

Annexes 01

Milieu de culture

La Composition de milieux YMA (VINCENT, 1970) (Yeast Mannitol Agar) en g/l (Vincent,
1970).

MaNNITOL........ciiiiiiie e 10
K2ZHPOA.... .o 0,5
MOSOATH20 ... 0,2
NACH...oi e 0,1
Extrait de IeVUre.........oooovvvviiiiiciie e 0,5

Eau distillée..........ccooviiiiiiiie 1000ml
AN i 18

PH. e 6,8

Autoclavage a 120°C pendant 20 minutes.

La Composition de milieux YMA (VINCENT, 1970)+BTB en g/ml

YMB. ..o 250ml
BTB... 1.25ml
AGAN ..o 59

PH e 6,8

Autoclavage a 120°C pendant 20 minutes

Apres ajustement de ph on ajoute 1.25ml (0,125g BTB dans 25 ml éthanol), puis on ajoute 1’agar.



Annexes

Composition du milieu de culture : Pikovskaya (1948)

Pour un volume de 1L+ BTB

Ca3HPO4.......coiiiiiii 0.7g
GlucoSe. ..o v 10g
NaCl .o, 0.2g
KCLo 0.295¢g
FECI3. i 0,003g
NHANO 3. 0.373¢g
MgSO4, TH20.......ccoiiiiieennn, 0.41g
Extraits de levures ...................... 3g
Agar.....ooooiiiii 20g
PH ..., 6.8a7
Annexes 02

Regroupement des caractéres suivant la CAH

Dendrogramme
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Résumé :

Cette étude consiste & mettre en évidence la caractérisation des Rhizobactéries qui ont été isolées a partir
des nodules racinaires de I’arachide (Arachis hypogaea L.) cultivée dans la région de Mansoura (Wilaya de
Ghardaia). A partir du role que jouent les Rhizobia tant que pour la fixation biologique d’azote que pour
I’augmentation de la disponibilité des ¢léments nutritifs dans 1’interface rhizosphériques, nous avons procédé
a ce présent travail. Pour cela, six isolats rhizobiennes ont subi un certain nombre des tests biologiques et
physiologiques (NaCl, pH, résistance aux antibiotiques, BTB et solubilisation de phosphore). Les résultats
obtenu ont montré que les Rhizobia étudiés atteignent maximum de croissance a un seuil de 1% de NaCl et
de pH 6,8. La capacité des pousser dans des milieux contenant de 1’ Amoxicilline et de I’Ampicilline a été
aussi révélée. Cependant, les halos clairs que les isolats montrent dans le milieu PVK, exprime une capacité

de solubilisation du phosphate tricalcique pour tous les isolats testés.

Mots clés : Arachis hypogaea, Rhizobium, symbiose, phosphore, solubilisation, Ghardaia

Abstract

This study consists in highlighting the characterization of the Rhizobacteria that have been isolated from
root nodules of peanuts (Arachishypogaea L.) grown in the area of Mansoura (town of Ghardaia). From the
role played by Rhizobia as well as the biological fixationof nitrogen to the increase of nutrient availability in
the rhizosphere. For this, we preceded this work. Six rhizobial isolates have undergone a number of
biological and physiological tests (NaCl, pH, antibiotic resistance, BTB and phosphate solubilization). The
results obtained showed that the Rhizobia studied reach maximum growth at a threshold of 1% NaCl and pH
6.8. The ability to grow in media containing Amoxicillin and Ampicillin has also been revealed. However,
the clear halos that the isolates show in the PVK medium, expresses a solubilization capacity of tricalcium
phosphate.

Key words:Arachis hypogaea, rhizobia, symbiosis, phosphate, solubilization, Ghardaia
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