Chapitre I :                                                                                                 Etude bibliographique  
Chapitre II :                                                                                                    Matériels et Méthodes  

1- Caractérisation morphologique de la plante Genista saharae :

        Dans la région de Boussâada on a pris  des photos descriptives de la morphologie de la plante Genista saharae  qui montre l’organisation  de fleurs, feuilles, gousses, tiges, et racines.
2- Isolement de la rhizosphère racinaire de la plante Genista saharae : 
L’objectif de notre travail est de confirmer l’existence de l’Azotobacter dans la rhizosphère de la plante étudie dans la région de Boussâada et de déterminer l’influence qu’il exerce sur la capacité fixatrice d’azote chez cette plante.

2-1-  Culture de L’Azotobacter :
2-1-1- Prélèvement du sol :
Le prélèvement du sol a été réalisé pendant le mois de juin à partir de la région de Boussaâda.Un échantillonnage en profond est pris : 50cm autour de la plante et entre 20-30 cm de profondeur en éliminant la couche superficielle; les échantillons prélevés sont mis dans des flacons stériles.

2-1-2- Prétraitement de l’échantillon :
Elle est préparée en broyant finement, 1g de sol et additionné à de 90 ml d’eau distillée stérile, le mélange obtenu est ensuite agité vigoureusement pour une meilleure homogénéisation des constituants du sol.

2-1-3- Préparation du milieu de culture :   
L’isolement d’une bactérie spécifique comme L’Azotobacter nécessite un milieu sélectif et dépourvu de source d’azote, à cette fin le milieu de Burk est recommandé ; il est préparé à partir d’une solution – mère de la composition suivante :

         MgSO4 7H2O  …………………. 0, 2     g dm-3
         CaCl2   7H2O ………………….  0, 1     g dm-3
         FeSO4  7H2O  …………………..0, 01   g dm-3
         Na2MoO 7H2O…………………..0,005  g dm-3
         Na Cl  …………………………...0, 5     g dm-3
         K2HPO4 …………………………0, 8     g dm-3
         Agar  ……………………………15       g dm-3
         Saccharose ……………………...15       g dm-3
         Eau distillée ……………………..1000 ml
Le milieu est stérilisé à 121Co /20 min après ajustement de pH à 7.2 – 7.5

2-1-4- Ensemencement et incubation :
     Une boite de pétri stérile contenant 5 ml du milieu Burk est ensemencé  à partir des gouttelettes d’homogénat (sol+ eau distillée) à l’aide d’une pince stérile, puis elle est incubée à une température de 30 Co   pendant 48h.

2-2 - Identification : 
L’identification des Azotobacter à été réaliser selon la méthode décrite en  (1984) dans le « bergey’s  manual   of  systematic Bacteriology et Bergey’s manual of determinative Bacteriology  (1994) ».
Les suivants examens macroscopes et microscopes sont utilisés (figure : 5 résume les étapes de préparation de l’échantillon)

2-2-1-Examen macroscopique

L’examen macroscopique repose sur la détermination de la morphologie et de l’aspect des colories. Celles-ci peuvent être lisses, rugueuses, muqueuses….)

2-2-2- Examen microscopique :
Il est essentiel pour la caractérisation du Gram et l’aspect des cellules (Bâtonnets, coques, etc.….)

 - Coloration de Gram :
La coloration gram est la coloration la plus fréquemment utilisée pour distinguer les deux groupes de bactérie en fonction de la structure de leur paroi cellulaire, les étapes de la coloration gram sont les suivantes :

- Préparation de frottie : le prélèvement d’une ou 2 clonies  à 
 partir de la surface de Burk  
· Fixation des cellules  sur lame par une flamme 

· Coloration des   cellules fixées par le violet de gentiane pendant 2 minute

· Lavage par l’eau distillé suivi par de l’iode qui forment un complexe avec le colorant dans la paroi de la bactérie pendant une minute

· Ajouter de l’alcool qui élimine le colorant violet de gentiane et iodé de la cellule pendant 5 à 15 seconds.

 -En fin un  colorant plus pale comme la fuchsine est ajouté et colore en rose la cellule décolorée par le premier colorant sombre. Les cellules qui retiennent les colorants (à paroi épaisse) sont appelées Gram positives, celles qui perdent le colorant (à paroi fine) sont appelées Gram négatives et se colorient en rose ou en pourpre claire (NICKLIN et al, 2000)
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Fig : 4 : Préparation des échantillons de sol pour l’isolement bactérien (Azotobacter)
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