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Résumé

Le but de ce travail est de caractériser les bastésolées a partir des nodules de la
plante Iégumineuselldlilotus officinalis, localisée dans la région de Guelma (I'Est de
'Algérie). Les isolats sont identifiés par uneig® morphologique suivie d’'une série des
testes phénotypiques comprenant des tests nutrition effet des facteurs abiotiques,
recherche des enzymes spécifiques et détermindiota sensibilité et la résistance aux
antibiotiques. Cette étude est faite en présensodehes de référence de rhizobia.

Les résultats obtenus montrent que nos isolatsunatdescription comparable a celle de
Rhizobium et certaines souches sont révéelées commeBdalyr hizobiumes, trés résistantes
aux antibiotiques.

Mots clés :Rhizobium, Médllilotus, Iegumineuses, symbiose, nodule.




Abstract

The aim of this work is to characterize the baatasolated from nodules of
leguminous plant Mellilotus officinalis, located tine region of Guelma (east of Algeria). The
isolates were identified by morphological studyldaled by a series of phenotypic tests
including nutritional tests, effect of abiotic facs, search for specific enzymes and
determining sensitivity and resistance to antib&tiThis study is made in the presence of
rhizobia reference strains.

The results obtained showed that our isolates ledescription comparable to that of
Rhizobium and some strains proved as Bradyrhizobgjmery resistant to antibiotics.

Keywords: Rhizobium, Mellilotus, legumes, symbiosis, nodule.
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I ntroduction

I ntroduction

Le sol constitue un support pour différents cyd&shanges d’énergie et de transfert
de substances entre les différentes entités duiitéat. Un des cycles les plus importants est
le cycle de I'azote (El-Hilali, 2006). Les végétaxrestres tirent généralement leur azote du
sol, sous forme de nitrates ou de sels d’ammonproguits de décomposition des matieres
organique par des micro-organismes (Rendl.et1998). La fixation biologique de l'azote
(N2) s’est généralement concentrée sur le systemeisiique entre les Iégumineuses et les
rhizobia, parce que ces associations ont le plasdgimpact quantitatif sur ce cycle (El-
Hilali, 2006).

La famille des Légumineuses est une des plus iraptas parmi les dicotylédones.
C'est la famille végétale qui fournit le plus grammmbre d'espéces utiles a 'homme, qu'elles

soient alimentaires, industrielles ou médicinagasoudi, 2008).

La région de I'Est algérien a un climatéditerranéen relevant des étages
bioclimatiques humides, subhumides et semi arifide se caractérise par une grande
diversité de légumineuses spontanées et cultipées)i elles les espéeces du gelfdlilotus,
qui appartenant a la famille des Iégumineuses, famdle de papilionacées, et composé
d’'un nombre d’especes avec une répartition éteddne le monde. Différentes espéces de ce
genre sont rencontrées en Europe, France et erO&sidentale (E).

L’association symbiotique plante Iégumineuse- b#éetst un processus indispensable
a la plante pour acquérir 'azote sous forme rédudis aussi a la bactérie pour obtenir les
nutriments nécessaires pour son développement.ri®dpigalement dévolue a certains
micro-organismes libre (René alt, 1998). Cette association présente un haut nideau
spécificité d’hdte basée sur une communication oubdére entre les deux partenaires. Les

plantes produisent des

molécules-signal (flavonoides) au niveau de leawsnes. Ce signal, une fois percu par la
bactérie induit I'expression des gemesl codant pour les enzymes de synthése de facteurs
Nod. Ceux-ci sont des signaux de la nodulationacible programme organogénique de la
plante et conduisant a la formation des nodulegéG2004).




I ntroduction

Auparavant les bactéries nodulants les légumine{iBéEL.) comprenant notamment
les especes du genRhizobium sont des bactéries du sol, a Gram négatif, quiunm
signification scientifique et agronomique profordige a leur capacité d'établir une relation
symbiotiqgue dans la fixation d'azote avec les |&gemses, relation d'importance majeure

pour I'entretien de la fertilité du sol (SomasegatHoben, 1994).

L’objectif de notre étude est I'identification dieactéries associées aux nodules de la
Légumineuséelilotus.

Nous avons entrepris dans ce travail une caraatiénis morphologique des isolats
suivie d'une caractérisation phénotypique (testsochimiques, physiologiques et
nutritionnels) des bactéries isolées des nodulemaiaes de cette plante légumineuse et
meédicinale poussant dans différentes régions de I'Est algérien

Cette étude est réalisée selon les étapes suivantes

* Isolement des bactéries a partir des nodules
» Etude morphologique et microscopique

» Caractérisation phénotypique des isolats compramansérie de tests.
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1-Fixation biologique de l'azote
1-1- Azote

L’'azote est une molécule essentielle qui gmée le quatrieme élément nutritif
important des plantes, Présent dans I'atmosphéggagre quantités (78% en volume). C’est
un gaz incolore et inodore qui se trouve égalerseuns forme de (Nou diazote) (Francois et
al., 1997; Hopkins, 2003 ; Raven at., 2014 ; Wolfgang edl., 2009).

La majorité des organismes vivants ne peupast assimiler I'azote atmosphérique
directement pour la synthése de leurs acides angindes autres composées azotés, mais il
doit étre converti en nitrateNQs) ou, parfois, dions ammoniumNK,"). Ces ions
proviennent de la décomposition de la matiere agganazotée dans le sol (Figarella ket a
2007 ; Hopkins, 2003 ; Ravenadt, 2014 ; Wolfgang edl., 2009).

1-2-Cycle de lI'azote

Le cycle biogéochimique de l'azote est le plus plaxe contrairement au carbone,
'azote est disponible en grandes quantités damsntisphére, mais il est difficilement
assimilable par les organismes bien qu’'il puissieeerdans la biomasse sous différentes
formes et par différentes voies, 'ensemble cométgar 'atmosphére ,la biomasse vivante et
la biomasse morte, Les échanges complexes entreraieensembles sont connus sous le
terme de cycle de I'azote (Hopkins, 2003; Meyealef2004; Wolfgang eal., 2009).

En général, I'azote de I'atmosphére passe suceasmt par les étapes de fixation,

d’ammonification, de nitrification et de dénitrieiton. Figure 01).

Azote atmosphérique (N.)

o f Bactéries
Assimilation dénitrifiantes ? @})
— >
T Nitrates (NOy)
Bacteries
fixatrices d'azote =
nodules ds Decomposeurs
|égumineuses (bactéries et champignans, f n@\ B&ctﬁrlaa
aérobies et anagrobies) q )) mnﬁam
/_\ Amﬂjariﬁcaﬂan : = Nl'triﬁaahm i
_@ J:>[ Ammoniaque (NH,") Nitrites (NO
=—\82./7=n by 2
Bactéries fixatrices d azote dans e sol smmmm

Figure 01: Cycle de 'azote (B).
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1-2-1-Fixation de l'azote

La fixation de I'azote est le processus par ledjaebte atmosphérique est transformé
en ammoniac.

1-2-2- Ammonification

La majeure partie de I'azote du sol dérive de dédnganique, qui se présentent
comme des molécules complexe telle que les pra&éirmes dernier sont en générale
rapidement décomposés en molécules plus simplee(Retal., 2014).

Au coure de cette décomposition, I'azote organigstetransformes en ammoniac par
une série de micro-organismes telle queblestéries aérobies, bactéries anaérobies striates o
facultatives, moisissures, e{¢lopkins, 2003 ; A).

En milieu alcalin, I'azote peut se transformer enn@niac gazeux (N Cette
derniere transformation ne se produite cependagéagérale que lors de la décomposition de
grande quantité de matiere riche en azote. Dansole I'ammoniac produite par
ammonification se dissout dans I'eau du sol, il sgmbine aux protons et produite I'ion
ammonium (Bertrand etl., 2011 ; Perry edl., 2004 ; Raven &ll., 2014).

Dans les sols ou le pH est élevé, 'ammonium sestorme en ammoniac
gazeux:
NH,Y + OH- — N + HO

NH,4" est ensuite, soit absorbé par les plantes estits-organismes, soit oxydé

en nitrate (Francois el., 1997).

1-2-3- Nitrification

La premiére étape de la formation de nitrate, 'esydlation de 'ammoniac en nitrite
(NO) par des bactéries appartenant aux geNlie®somonasou Nitrococcus(Hopkins.,
2003), les nitrites sont toxiques pour les plantesis ils s’accumulent rarement dans le sol.
Nitrobacter, autre genre des bactéries, oxyde les nitritasrennitrate (NQ) (Bertrand etl.,
2011 ; Lydie, 2015 ; Perry at., 2004 ; Pidello, 2014 ; Ravenadt,2014).
1-2-4- Deénitrification

La principale perte d’azote par le systérkeptante provient de la dénitrification,
processus anaérobie aux cours duquel certaine®riesctdes genre®seudomonaset
Paracoccus utilisent le nitrate comme accepteur d’électragusmnd I'oxygene du sol est
limitant (Francois eal., 1997).
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Qu'il soit réduit en forme volatile de I'azoteprame I'azote gazeux @\ et 'oxyde
d'azote (NO) qui retournent ensuite a I'atmosphére. De nombmmicro-organisme sont
responsables de ce processus (Bertraat, €011 ; Pidello, 2014 ; Ravenadt, 2014).

ANG; + 5{CH,0} + 4H —» 2Mg) + 5CQ(g) + 7HO
1-3-Fixation biologique de I'azote

Les plantes sont des organismes eucaryotes, aagsacpar la présence d’'un noyau
limité par une enveloppe. Les organismes eucanguesincapable de fixer le diazote parce
gu'’ils ne possedent pas la machinerie biochimiquprapriée.

La fixation biologique de l'azote releve uniquemdn domaine des procaryotes. La
fixation d’azote est 'apanage du domaine des pyata simplement parce qu’ils possedent
un complexe enzymatique, nommé dinitrogénase, gtalyse la réduction de l'azote en
ammoniac.

Les procaryotes qui fixent I'azote, nommefeur d’azote (Hopkins, 2003 ; Perry et
al., 2004). Seul quelque micro-organisme, symbiotigudibre sont capables de fixer 'azote
gazeux en des composeés organiques utilisablesepapldntes pour la synthése des acides
amines et des autre molécules organiques azotgaéHa etl., 2007 ; Raven «l., 2014).

La découverte de cette propriété fixatrice e atmosphérique par les micro-
organismes remonte a la fin du XiXiécle avec les travaux de plusieurs scientifiogent
Hellriegel et Wilfart (1888) et Beyerinck (1888) Depuis, de nombreux genres et espéces
bactériennes ont été reconnus comme fixateurs datiNosphérique (Kouakou Romain,
2011).
1-3-1-Les fixateurs libres

Le groupe des bactéries fixatrices libres non agescavec une plante spécifique
fixent leur azote a I'état libre ou dans la rhiZos de certaines plantes (Francoislet
1997), elles sont trés répandues. Elles habiemnsédiments marins ainsi que ceux d’eau
douce, les sols, les surfaces des feuilles et dec&s ainsi que le tube digestif de divers
animaux (Hopkins, 2003).

Bien que certaines especes soient aérobie\gmtobacter la plupart d’entre elles ne
fixent I'azote que dans la condition anaérobie ansddes conditions de tres faible pression
partielle d’oxygene.

Les bactéries non symbiotiques demotobacter AzotococcusBeijerinckia sont des
bactéries aérobie capables de fixer I'azote, atprs le genreClostridium est anaérobie
(Raven etl., 2007).
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1-3-2- Les fixateurs symbiotiques

Les plantes supérieure ne fixent pas l'azote athwrspue. Toutefois un certain
nombre entre en symbiose avec des diazéotrophstemixencore a la fois dans le sol et a
I'état d’organites symbiotiques dans la nodosité@i¢@ard, 2000).

Les bactéries symbiotiques sont de loin les plysortantes si I'on tient compte des
guantités totales d’azote fixé, les plus commura® Rhizobiumet Bradyrhizobium qui
toutes deux pénetrent dans les racines de léguseadRaven ell., 2007).

Plusieurs associations symbiotiques fixafrid’azote sont connues, elles englobent
les associations bien connues entre différenteicespbactériennes et les Iégumineuses. Dans
ces processus symbiotiques, la plante représaite ket le partenaire bactérien le symbionte
(Hopkins, 2003).

Les bactéries procurent aux plantes unexdod’'azote utilisable pour la synthése de
leurs protéines. De son coté, la plante fournitlaactéries des éléments carbonés nécessaires
a la production de leur propres molécules azo®agyfard, 2000).

La forme la plus commune d’association symbua provoque la formation sur la
racine (ou parfois sur la tige) de la plante héteghnes spécifiques qui sont les nodosités, a
l'intérieure desquelles I'azote moléculaire atmaspdue est réduit en ammoniac, en retour la
bactérie utilisent les assimilas de la plante hd@mme source d’énergie (Hopkins, 2003 ;
Francois etl., 1997).

Divers types d’associations symbiotiquesafiikssent entre des plantes et des micro-
organismes telle que l'interaction entre le geAmspirillumet I'herbes : Des especes du
genre Azospirillum se développent sur la partie corticale d’herbé&®picales en se
nourrissant de composes carbones produite paataeplEn retour, la bactérie fixe de grandes

guantités d’azote utilisées pour la croissancedéex partenaires (Perry &t, 2004).

1-4- Mécanisme biochimique de la fixation de I'azet (Nitrogénase)

1-4-1-Structure

La conversion de I'azote moléculaire em®nium est réalisée grace a un complexe
enzymatique nommeé nitrogénase ou dinitrogenas. eSelds cellules procaryotes sont
capables de fixer I'azote principalement parce ltgsesont les seules a posséder le gene qui
code pour cette enzyme. La nitrogénase a été @airithez pratiguement tous les procaryotes
fixateurs d’azote connus (Emileat, 2004 ; Hopkins, 2003).
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La nitrogénase est une enzyme trés consemde alu niveau biochimique que
génétique.

C’est un complexe enzymatique formé de deutalio@rotéines de taille différente
(Emile etal., 2004 ; Francois &ll., 1997 ; Hopkins, 2003).

La protéine la plus petite est un dimere dexdeous unités polypeptidiques
identiques nommeées protéite protéine a fer ou dinitrogenas réductase (homérdinde 64
Kda), mobile, joue le réle de transporteur d’élecs:.

La plus grande protéine du nitrogénase appaiéeinel ou Mo-Fe-protéine est un
tétramere formée de deux sous uniést deux sous unitéB, il contient le site actif qui
assurent la fixation et la réduction de Bt dont la masse moléculaire totale est de 220 KD

Chaque protéine Mo-Fe contient deux ions nogyle sous la forme d’'un cofacteur
fer-molybdéne-soufre. Elle contient également desters Fe4S4 mais dont on ne connait le
nombre exact, il varie en fonction de I'espéce (Eneital., 2004 ; Francois edl., 1997 ;
Guignard, 2000 ; Hopkins, 2003F{gure 02

Ferredoxing

Ferredoxineey Substrate

Na, 8H*

Figure 02: La structure du nitrogénase (Yann, 2006).

1-4-2-Fonction et régulation

En présence d’azote moléculaire comme substratiédaction catalysée par la
nitrogénase conduit toujours, a l'ammoniac. Lauckidn de diazote se déroule en deux
temps : lors de la premiére étape, la Fe-protéster@duite par un donneur primaire
d’électrons, habituellement la ferrédoxine. Lorslaeseconde étape, la Fe-protéine réduite
transfere les électrons a la protéine Mo-Fe quilgse a la fois la réduction du diazote gazeux

et la production d’hydrogene (Francoisaét 1997 ; Hopkins, 2003)
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La protéindl transfére un électron a la protéinen présence d’ATP et pour chaque
molécule de diazote réduite, au moins 16ATP sooéssaires, deux par électron (Francgois et
al., 1997 ; Hopkins, 2003)

Le bilan global de la réaction catalysée par leogiénase est :

N2+8H +8 e- + 16 ATP—> 2NH3 +H2+16 ADP+16 P

L'un des problemes les plus cruciaux auxquels legamsmes fixateurs d’azote
doivent faire face est la sensibilité de la nicogse a I'oxygéne moléculaire.

Les deux composants de la nitrogénase sont iriél@rsent inactivés par I'oxygene
(Hopkins, 2003).

2-La symbiose plante légumineuses- bactéries

2-1-Le macrosymbiote : Les légumineuses

Les légumineuses représentent la pteadg famille d’angiosperme et la troisieme
plus grande famille de plantes a fleurs. Elles suBsentes dans presque tous les milieux
terrestres. C'est la famille végétale qui fourmit dlus grand nombre d'espéces utiles a
I'homme, qu'elles soient alimentaires, industrielb@r médicinales, comprenant des plantes
herbacées, des arbres, des arbustes ou des lmnfesilles habituellement composées,
rarement simples, généralement avec des stipuBEsaucoup sont grimpantes et possedent
des feuilles ou des parties de feuilles modifiéesvelles. Parfois plus, caractéristiques,
ressemblent souvent a des papillons. Fruit en gousgoculaire s’ouvrant en deux valves
séparees et contenant de nombreuses graines (Bmase2015 ; Ghalem, 2009 ; Mouafek,
2010 ; Sebihi, 2008).

Cette famille des Iégumineuses poss&degénres et plus de 18000 especes (Sebihi,
2008). La plus grande partie des légumineuses (8&%especes étudiées interagissent avec
les bactéries du geniRhizobiumpour former des nodules fixateurs d'azote. De welda

Iégumineuses sont parmi les plantes les plus ésdEmile etl., 2004 ; Saoudi, 2008).

Les Iégumineuses sont subdivisées es $mis familles d'importance inégale :
Les Caesalpinioideaecette sous-famille rassemble principalement desearbu arbustes
retrouvés en régions tropicales et subtropicalesmPles especes d€aesalpinioideage

seulement 23% ont été décrites comme étant capdiéiee nodulées, leur fleur irréguliere
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possede 5 pétales non différenciés et des étamisdses extérieurementDhane fitouri,
2011 ;Ghalem ,2009 Sebihi, 2008 ; Sousou, 2013).
Les Mimosoideae ce sont pour la plupart des arbres et arbusterélgens tropicales et
subtropicales. Cette sous-famitlemprend 62 genres et environ 2500 especes, pesriDPbo
d’especes déja examinées, a plus de 90% sont madlléur fleur petite, et les étamines sont
les parties les plus visibles de la fleur (Dhaneufi, 2011 ; Ghalem ,2009 ; Saoudi, 2008 ;
Sebihi ,2008 ; Sousou, 2013).
Les Faboideae ou Papilionoideaereprésente la sous-famille la plus diversifieecas29
genres et plus de 12000 especes, principalemebéehet petits arbustes distribués dans le
monde entier, présentes en régions tempéréespataies, parmi les especes testées 97 %
sont nodulées, elles ont des fleurs en forme dél@a@vec un pétale supérieur (Ghalem
,2009 ; Sebihi, 2008 ; Sousou, 2013).
« La plante légumineuse Mellilotus

Mellilotus planted’origine Euro-asiatiquevient de grec mililots, nom de la plante, de
meli qui signifie miel et de lotos, substantif gdiguant a des plantes tres diverses (Lissac,
1997). Les mélilots (genrglellilotus) sont des plantes appartenant a la famille desctds
(ou légumineuses), sous famille de papilionacées oagunprend des plantes herbacée
annuelles ou bisannuelles, plus rarement vivacasteHle 60 a 120 cm, le feuillage est fait de
feuilles trifoliées. Les fleurs sont blanches oungs vif, regroupées en grappes allongées.
Dont le fruit est une gousse et dont la corollecesiposée de 5 pétales formant un étendard,
deux ailes et une caréne. Le nom évoque en gréatian (otos) ayant I'odeur du miehgel),
sont souvent considérées comme des mauvaises KErb€s; Lissac, 1997Quezel et Santa,
1962 ; Schauenberg ait, 2009).
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Figure 03: La plante Iégumineus#lgllilotus) (F).

Le Mélilot est une plante répanduesdaresque toute la France Earope et en Asie
Occidentale (E).

Elle existe de nombreuses appellatpmg désigneMéllilotus officinalissuivant les
régions : Mélilot, trefle de cheval, couronne rayapetit-trefle jaune, trefle des mouches,
herbe aux puces et casse lunette (H ; Lissac, 1997)

Cette plante renferme un glucoside :nhélilotosides, produisant au séchage de la
coumarine, des flavonoides, Tannins et Polysaabamucilagineux (I ; Lissac, 1997). Elle
inscrit a la pharmacopée depuis 1884, et utiliseange plante médicinale pour aider les
varices, insuffisances veineuses (jambes lourdeg)aair la bonne circulation du sang dans

les microvaisseaux (E ; F ; H ; Lissac, 1997).

2-2- Le microsymbiote : Les Rhizobia

La nouvelle nomenclature a permis de classer le®has nodulants les Iégumineuses
en 12 genres différentsRhizobium Sinorhizobium Mesorhizobium Ochrobactrum
Bradyrhizobium Azorhizobium Methylobacterium Burkholderiag Devosia Cupriavidus
(Autrefois appeldralstonig, Herbaspirillum Phyllobacterium(Ghanimi, 2014).

La premiere bactérie nodulant une légumineuse &élke en 1888 par Beijerink, et
initialement nomméeBacillus radicicola puis renomméeRhizobium leguminosarum
Rhizobiumt Du grec rhiza (qui signifie racine) et bio (viegRhizobium signifie donc
littéralement organisme vivant dans la racine. Dandassification initiale des bactéries, les

Rhizobiaont été décrits comme des procaryotes a Gramtifiéagrobie, chimiotrophes du

10
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sol et non sporulantes. Ce sont des organismepetltes tailles d'environ 0,5 a 0,9
micromeétres de largeur et 1,2 a 3 micrometres dgueur. LedRhizobiasont par ailleurs des
bactéries possédant soit un flagelle polaire ou B #agelles péritricheux pour leur
déplacement.

Deux groupes ddRhizobiumsont été distingués sur le critere de leur vitedee
croissance : Le geniRhizobiuma croissance rapide, et le geBmadyrhizobiuma croissance
lente (Agnoro, 2008 ; Riah, 2014).

Les Rhizobiacomprennent donc I'ensemble des bacteries capaermer des
nodosites sur une legumineuse. Cela correspond prdeeobacteries. Il y en a 5 genres dans
'embranchement des proteobacteries

» Rhizobium(avec Trefle, Pois, feverole, haricot)

» Mesorhizobiun{avec Lotus, acacia)

» Sinorhizobium(avec Medicago, trigonella, meliloti)
» Azorhizobium(avec sesbania rostrata)

» Bradyrhizobium(avec soja, mimosa) (C).

La combinaison des études polyphasiques et phyétiggres a permis de modifier
considérablement la taxonomie des rhizobia cesatesiannées. Le tableau présente la

diversité des rhizobia identifiés a partir de cettevelle approche en 2006.

11
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TableauO1l : Taxonomie courante des rhizoljig/eir, 2012)

Genre | Espéce Références
Rhizobium alamii Berge et al. (2009)
Rh!zob@um alkaliso!i . Lu et al. (2009b)
Rh!zob!um ceIIl_JIOS|Iyt|cum Garcia-Fraile et al.
Rh!zob!um daejeone_nse (2007)

gﬂ:igg:zm 23? ophyticum Lopez-Lopez et al.
Rhizobium galegae (2011)

Rhizobium gallicum Ren et al. (2011b)
Rhizobium giardinii Type species
Rhizobium hainanense formerl_y Rhizobium
Rhizobium herbae huanglingense
Rhizobium huautlense Lin et al. (2009)
Rhizobium indigoferae Gu et al. (2008)
Rhizobium leguminosarum Han et al. (2008)
Rhizobium loessense Peng et al. (2008)
Rhizobium lusitanum Ramirez-Bahena et al.
Rh!zob!um mesosinicum (2008)

Rhizobium miluonense Ramirez-Bahena et al.
Rhizobium mongolense (2008)

Rhizobium multihospitium

Rhizobium oryzae Hou et al. (20(?9)
Rhizobium phaseoli formerly_Rh|zob|um
Rhizobium pisi hedysari

Rhizobium tibeticum Zhang et al. (2011)
Rhizobium sullae formerly Allorhizobium
Rhizobium tropici undicola

Rhizobium tubonense Ren et al. (2011)
Rhizobium undicola Wang et al. (2007)
Rhizobium vignae Chen et al. (2010)
Rhizobium yanglingense Nandasena et al. (2009)
Mesorhizobium albiziae Chen et al. (2011)
Mesorhizobium alhagi Wang et al. (2007)
Mesorhizobium amorphae formerly Rhizobium ciceri
Mesorhizobium australicum Han et al. (2008b)
Mesorhizobium camelthorni formerly Rhizobium
Mesorhizobium caraganae huakuii
Mesorhizobium chacoense formerly Rhizobium loti
Mesorhizobium ciceri Type species
Mesorhizobium gobiense formerly Rhizobium
Mesorhizobium huakuii mediterraneum
Mesorhizobium loti Vidal et al. (2009)
Mesorhizobium mediterraneum Nandasena et al. (2009)
Mesorhizobium metallidurans Zhou et al. (2010)
Mesorhizobium opportunistum Lu et al. (2009)
Mesorhizobium plurifarium Han et al. (2008b)
Mesorhizobium robiniae formerly Rhizobium
Mesorhizobium shangrilense tianshanense
Mesorhizobium septentrionale

Mesorhizobium tarimense

Mesorhizobium temperatum

Mesorhizobium tianshanense

Sinorhizobium americanum

Ensifer abri

Ensifer arboris

Ensifer fredii

Ensifer garamanticus

12
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Ensifer indiaense formerly Rhizobium
Ensifer kostiensis fredii, former Type of
Ens!fer kummer0W|ae Sinorhizobium
Ensifer medicae Merabet et al. (2010)
Ensifer meliloti formerly Rhizobium
Ensifer mexicanus meliloti

Sinorhizobium morelense

Ensifer adhaerens Lloret et al. (2007)
Ensifer numidicus Merabet et al. (2010)
Ensifer saheli Li et al. (in press)
Ensifer sojae formerly Blastobacter
Ensifer terangae denitrificans;
Bradyrhizobium canariense Islam et al. (2008)
Bradyrh!zob!um denltr_l_flcans formerly Rhizobium
Bradyrh!zob!um g!kann japonicum, Type
Bradyrhizobium irlomotense species
Bradyrhizobium japonicum L
Bradyrhizobium jicamae Ramirez-Bahena et al.
Bradyrhizobium liaoningense (200?)
Bradyrhizobium pachyrhizi Ramirez-Bahena et al.
Bradyrhizobium yuanmingense (2009)

Burkholderia caribensis Chen et al (2007)
Burkholderia cepacia Chen et al (2008)
Burkholder?a mimosarum Mantelin et al. (2006)
Burkholderia nodosa Mantelin et al. (2006)
Burkholderia phymatum New: Ardley et al. (in
Burkholderia sabiae press)

Burkholderia tuberum ) .
Phyllobacterium trifoli New: Ardley et al. (in
Phyllobacterium ifrigiyense press) _
Phyllobacterium leguminum New: Ardley et al. (in
Microvirga lupine press)

Microvirga lotononidis Type species
Microvirga zambiensis formerly Azorhizobium
Azorhizobium caulinodans johannae
Azorhizobium dogb_eremerae Zurdo-Pifeiro et al.
Ochrobactrum cytisi 2007

Ochrobactrum lupine : | (2008
Methylobacterium nodulans Lin et al. ( )
Cupriavidus taiwanensis

Devosia neptuniae

Shinella kummerowiae

2-3- La nodulation

La symbioseRhizobiurAégumineuse est le résultat d'une interaction dmaaht
adaptée, régulée et spécifique entre la planta battérie, il ne s'agit pas d'une interaction
obligatoire ou permanente. En effet, les deux paites peuvent vivre indépendamment et de
maniére autonome, et chaque nouvelle génératiguatée doit étre infectée par de nouvelles
bactériefKouakou Romain, 2011 ; Riah, 2014

Cette symbiose présente de nombreux avantages|@®uégumineuses. En effet,

celle-ci leur permet d'avoir une bonne croissamce&lss sols carencés en azdtd'oppose, la

13
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plante subvient aux besoins énergétiques de laé@cau cours de cette symbiose en
fournissant des substances carbonées résultaatpi®iosynthese (Kouakou Romain, 2011).
A la suite de mécanismes complexes de reconmaissatre les deux organismes, via
un dialogue moléculaire notamment, la bactérie iinclez la Iégumineuse la formation sur
les racines d'un organe spécialisé, le noduléntarieur duquel la bactérie intracellulaire se
différencie en bactéroides capable de fixer l'azitaosphérique en le réduisant, via le
complexe nitrogénase en ammonium ,certaines légumas sont également capables de
former des nodules sur les tiges, appelés nodutesinaires. L'établissement et le
fonctionnement de la symbiose sont sous le congré@hetique de chacun des deux partenaires
(Riah, 2014).
Les nodules sont deux types :
« Déterminées : toutes les bactéries sont au mérde deadifférenciation dans la zone
centrale des nodosités rondes.
* Indéterminées : les nodosités sont a croissanaalapavec une forme allongée. La
nodosité contient un méristeme apical.
De méme, il y a deux types de colonisation baatéaegrossible. Chaque bactérie peut
utiliser les deux modes d’infection :
» Crack Entry : pénétration au niveau d’'une blessure.
» Colonisation par cordon d’infection: les bacténEsetrent par les poils absorbants,
c’est le mode le plus « évolué » (C).
2-3-1- La nodulation chez la bactérie
La nodulation chez |leRhizobiaest considérée comme la premiere caractéristique d
l'association symbiotique qui est strictement diléer par des mécanismes d'autorégulation
interne de la plante h6te et pour entamer cettgbiyse, en décrie les génes impliqués dans
la fixation symbiotique de I'azote (Dhane FitoQ)11).
2-3-1-1-Génesod
Les génesod ou genes de nodulation, au nombre de 20 a 30,lscalisés sur des
plasmides bactériens géants (Grama Borhane, 20@83ontécessaires a l'initiation et aux
premieres étapes de la formation des nodositésirdsagenes sont également impliqués dans
la formation de nodosités : les gemes et noe (Sebihi, 2008).
Les génes de nodulation ou genesd incluent des génes commumod A, B, C, | et
J) et des génes spécifiques de I'héte a infectargghsn) sont activés par les flavonoides des

14
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exsudats racinaires émis par I'héte et sont logslsur un grand fragment d’ADN circulaire
(ou plasmide) dirhizobiumappelé plasmid8ym(Hopkins, 2003 ; Perry, 2004).

Parallelement dans les bactéries, on trouve dessgspécifiques de la nodulation,
appelés Opéronod Ces opérons regroupent en fait trois catégoregetes :

Les genesmiodcommun fodA, B, C, | et J), sont des genes de nodulationroans a
tous les Rhizobia (Hopkins, 2003). lls sont synthétisés par tous dézotrophes sans
exception, et codent pour des enzymes, catalysasyrithése du facteur de nodulation, ou
facteur nod (synthése du squelette de base desufaatod) (Sebihi, 2008). Ce sont
physiquement et fonctionnellement conservés chaiesoles especes dehizobiaet leur
mutation provoquent une perte complétes de la d@padnfecter et & noduler les plantes
hotes, en effet, ces génes sont indispensablesnmuire la déformation des poils absorbants
en forme de crosse (Kouakou Romain, 2011).

Chez tous les Rhizobia et quelques soit le groupeiel ils appartiennent, il existe au moins
un genenod D et des génesodA, B, C. D'ou I'hypothése d'une origine unique desa@enes
clés impliqués dans les échanges de signaux ddatioaiu

Ces genes auraient ensuite été transférésohtalement entre différents groupes de
bactéries du sol, conférant a celles-ci I'aptitadeoduler les Iégumineuses, ce transfert latéral
des génes de nodulations a contribué a I'évolutioa I'étendue de la capacité symbiotique
(Chabbi ,2010 ; Grama borhane, 2008).

- Les genesiodD

Se sont des genes régulateurs qui codent pounthese des protéines en présence de
signaux (de type flavonoides) sécrétés par la @lamnstituant le facteur de transcription et
sont nécessaires a l'activation de I'expressioa detres genenod de la bactériesous
'action des flavonoides (Chabbi ,2008 ; Grama hod) 2008). Chez les diazotrophes, ce
gene s’exprime de maniére constitutive. Les fastedle transcription sont donc
continuellement synthétisés, que la bactérie sogyenbiose ou non (Sebihi ,2008).

* Les genedisn
Les genesisn (host specific nodulation) sont des génes spécifiquesadglante a
infecter. lls ne sont pas nécessairement préserfenctionnellement conserveés chez tous les
Rhizobia Ces génes sont responsables de la spécificiiéeddh de la reconnaissance entre la

bactérie et la plante, étape préalable a l'infadiouakou Romain, 20}1
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2-3-1-2-Genesfix

Les genesfix sont des genes additionnels, propres aux fixatsyrabiotiques
nécessaires aux étapes plus tardives de la cotstratune nodosité capable de fixer I'azote
(Sebihi, 2008).

Les genefix N, O, Q, P codent pour le cytochrome oxyd&ses, H, I, S codent pour
la pompe cationiqudix A, B, C, X codent une flavoprotéine, une fonctians le transport
des électrons a la nitrogénase.
2-3-1-3-Génesnif

La synthése de la dinitrogenas et la fixation dezst sous la dépendance d’une série
de génes connus sous le terme de geifedlopkins, 2003), également découverts sur les
plasmides bactériens. lIs interviennent seulemprgsala formation du nodule, bien qu’ils
existent déja dans Rhizobiumlibre, ils sont au nombre de 20 (Grama borhan@3R0

Ces genes codant pour les trois sous unités hauateconserveées de la nitrogénase
dontnif H, nif D, nif K ; nif H codent pour la réductase alors aqufeD etnif K le font pour les
polypeptides de la protéine a cofacteur FeMo.nitssB, E et N codent, eux, pour la synthése
du cofacteur FeMo de la dinitrogenas et enfimifeS pour la maturation de la dinitrogenas
(Grama borhane, 2008 ; Sebihi, 2008).

2-3-1-4- Facteurshod

Les facteursnod sont des lipo-chito-oligosaccharides (LCOs) prtsluypar les
différents genesod nol etnoe Un polymere de N-acetyl-Dglucosamine avec desdiesp-
1-4. Les facteursnod sont des polymeéres similaires sauf un acide geasplace un
groupement acétyle a I'une des extrémités de l&onte¢ (Hopkins2003 ; Gharzouli, 2013 ;
Sebihi, 2008).

Les facteursod constituent un signal essentiel dans le développésymbiotique,
ces signaux peuvent déclencher des réponses symie®tchez la plante telles que la
déformation des poils radiculaires, la divisiontmale des cellules et la formation de nodule
primordial. En absence des factemad les Rhizobia ne peuvent infecter les racines des
légumineuses. Elleseconnaissent des flavonoides et d’autres molgéaderétées par la plante
héte (Gharzouli, 2013 ; Kouakou Romain, 2011 ; Lydi@l2 ; Sebihi, 2008

Il est important que les facteursod conservent leur intégrité structurale, puisque
chaque partie de leur structure assure une fonctiaciale dans le développement nodulaire.
L'identification du signalnod est une étape essentielle dans I'établissementialoguae
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moléculaire a l'origine de la symbiose entre Igsihéineuses et les bactéries fixatrices d'azote
(Gharzouli, 2013 ; Perry, 2004).

2-3-2- La nodulation chez la plante

Les flavonoides sont des substances qui Ise trouskeez les végeétaux, ou ils
interviennent dans la symbiose entre les fabacédssebactéries du grouphizobium
(Saoudi, 2008). Se sont des composes principaleragotétes au niveau des pointes
racinaires beaucoup d’entre elles stimulent la nodulationsmtartaines especes inhibent en
fait le processus (Hopkins, 2003 ; Vernie, 2008).

L’interaction symbiotique déclenché sous la respbitigé des flavonoides qui libéré
par les racines des légumineuses et réorganiséepdacteursnod des Rhizobia (Chabbi,
2008).

Chaque plante produit une mixture de flavonoides peput varier selon son état
physiologique. Ce sont des dérives du 2-phenybgdzopyrone avec une structure définie
par deux anneaux aromatiques et un cycle propapgranne selon les modifications de cette
structure, plus de 4000 flavonoides différents ét& identifies chez les plantes, parmi
lesquels les isoflavonoides sont spécifiques dpsriéneuses. Certains de ces flavonoides ont
la capacité d’induire les genemd des bactéries requis pour la nodulation. Ces cégsaci
varient selon les flavonoides et selon les Rhizoliartains flavonoides peuvent méme

inhiber I'expression des géenead (Vernie, 2008).

Les bactéries de genreRhizobium et Bradyrhizobiumes sont fréquemment
impliquent dans des associations endosymbiotiques las |égumineuses, I'établissement de
cette association symbiotique passe par une s&tapes complexes maintenant bien
connues les étapes sont :
2-3-3-1- Pré-échange de signal d’infection

Dans un premier temps la bactérie et la plantetemieen place un systeme de
« dialogue » basé sur un échange de molécule amim@est la reconnaissance qui se fait en
deux phases :

-Phase 1, d'attraction : quand la légumineuse est en manque d’azote, l@sesac

excrétent des flavonoides qui attirenRlgizobium.
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-Phase 2, de reconnaissanceen réponse de ces flavonoidesRé&zobactériesctivent leur
génesod, qui codent pour les facteurs de nodulatiod (Lydie, 2015).

Pour chaque especes bactériennes, différent paroims un groupement (hydrogene
acyle, méthyle ou sulfate) se qui explique en pasispécificité des interactions. Les cellules
des racines possedent des récepteurs spécifiqeesfadteursnod au niveau de leur
membrane plasmiques. La réception des facteadsinduit une chaines de signalisation
cellulaire cette chaine aboutit a la synthése detelirs de transcription régulant I'expression
de genes.

Ces facteurs, sécretes pamRbizobiumstimulent la division des cellules de la partie
corticale des racines conduisant a la formatiom dghéristéme primaire (cellules en division
active) (Hopkins, 2003 ; Lydie ,2015 ; Perry, 2Q04)

2-3-3-2-L’attachement

Les bactéries s’attachent aux racines par l'inésliire d’'une molécule d’adhésion
spécifique, la rhicadhésine, localisée a la surfdee cellules ddradyrhizobiumeset de
Rhizobium La rhicadhésine est une protéine liant le calcilgile permet I'adhésion en
complexant le calcium présent a la surface deseaci

La phase d’adhésion entraine une rétraction desesen réponse a une sécrétion de
molécules et la bactérie pénétre dans les cellpdgsun mécanisme d’invagination. La
croissance et le déplacement de la bactérie damaclae entrainent la formation d’une
excroissance ou filament infectieux. L'infectio®nd progressivement aux cellules situées
a proximité du site d’infection (Lydie ,2015 ; Per2004).
2-3-3-3- Maturation des bactéroides et Développemidu nodule

La division bactérienne rapide entraine la formattbun nodule, la majorité de la
population bactérienne se transforme en bactéraddeforme branchée, sphérique ou en
massue. Une membrane péri bacteroidienne envelegpbactéroides. Les bactéroides de
forme irréguliere sont plus volumineux que les éaes libres et ne sont pas capable de se
diviser. Quelques rares cellules bactériennes gaies, de forme bacillaire, sont survivront
et se multiplieront dans le sol apres la mort delénte. Elles pourront alors infecter les
racines des plantes situées dans le voisinage ourlids qui se développeront ultérieurement

sur le méme site.
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Dans les nodules, les bactéroides sont entourdsgtiemoglobine. La synthése de
leghémoglobine dépend d’information génétique atgigopar la plante et la bactérie, aucun
des deux partenaires n’étant capable de la prothdépendamment de I'autre.

Le stade final du processus infectieux est la wifféiation de la nodosité avec
organisation en quatre zones, une zone méeristémeafajvision), une zone de croissance et
d’infection avec les cellules contenant les baétia®, une zone de fixation d’azote et une
zone de sénescence (Hopkins, 2003 ; Lydie ,20&5ry,F2004)
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Figure 04: La symbiose Iégumineuskizobium(Perry, 2004).
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Chapitre Il : Matériel et métlles

1- Isolement des bactéries a partir des nodules

1-1- Collecte des nodules

Zone de prélevement

42 09\ ;6 ;

N 3 ) 024 6 10 34 19°
Y 2
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13 9,20 ST Rl gy

45 32 03

Figure 05: Localisation géographique de la zone de prélévement

La collecte des nodules est faite a partir dedatel Iegumineusilellilotus officinalis
située dans la régiate Guelma ('Est de I'Algérie) Campus de l'université 8 Mai 1945.
(figure 05).

La récolte est réalisée suivant la méthode de Vin@970) et Somasegaran (1994)
qui consiste a :
Creuser environ 15 cm autour de la plante et 2@ans le sol pour extraire la plante et son
appareil racinaire, puis Enlever soigneusementlletscasser les blocs de sol avec précaution
pour éviter d’'endommager les racines et les ragresndaires ou beaucoup de nodules sont
souvent trouvé, ensuite Placer délicatement la@ldans un sachet de plastique.

Au laboratoire, enlever la partie supérieure daldate, Pour des raisons de stockage
et d'isolement, les racines doit étre coupéesidd’d’'un couteau de 1 a 2 mm de site
d’attache de nodules, ce qui maintient les nodukasts et améliore les chances d’obtenir des

cultures viables et propres de bactéries.
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1-2- Conservation des nodules

Les nodules séchés au papier filtre sont consemésdiatement au réfrigérateur a
4° C Pour un usage immeédiat.

Pour une langue période de stockage allant de B&l<2 la dessiccation est vivement
recommandée. La méthode utilisée est celle déarit\fincent (1970) et Somasegaran et
Hoben (1994). La conservation et la dessiccatienrbelules est réaliser dans des flacons en
verre contenant le chlorure de calcium Gatlune couche de coton sur la quelle mettre les

nodules et fermés avec un bouchon.

Bouchon
Sh(a m}—— Nodules
]
\IL Lj Coton
oY
CaCl,

Figure 06: Conservation des nodules sous G&€incent, 1970).

1-3- Isolement des bactéries

Les nodules qui sont déja conservé précédemmestadanh sont places dans un tube

qui contient I'eau distillé pendant 24 heures @,45uis 1heure a une température ambiante.
1-3-1- stérilisation des nodules

Sous la hotte, les nodules sont immergés danahiétf5% pendant 5 a 10 secondes,
puis transférés dans une solution de Chlorure decile (HgG)) acidifié 3min, ensuite
rincés dans I'eau distillé stérile 10 fois, pursles laisse dans I'eau distillée stérile pendant

lheure apres le dernier rincage.

21



Chapitre Il : Matériel et métlles

1-3-2- Isolement des bactéries selon la méthode dexlules écrasés

Dans une boite de pétri stérile sont déposées Goautdes d’eau distillé stérile. Dans
chacune d’elles est déposé un nodule stérile.

Les nodules sont écrasés avec une pince stéfigéenmersion dans I'éthanol et flambage
au bec bunsen.

Apres I'écrasement et I'obtention d’un jus troubke I'aide d’'une anse de platine
Prélever la suspension de nodule est étalée sedortedhnique des trois cadrons
(Vincent ,1970). Sur les milieux YMA+ Rouge Cong&GPA+ Bromocrésol pourpre
(Annexel), puis incubé a 30°C pendant 24 448 Beure

7
o) €

Figure 07: Ensemencement par la technique des cadrans

@0

2- Caracteres culturaux

2-1-Les milieux utilisés (Annexe 1)

La croissance bactérienne nécessite plusieursesdiénergie pour cela nous avons

préparé les milieux de culture spécifiques suivants

- Milieu liquide : YMB (Yeast Mannitol Broth)

- Milieux solides : YMA (Yeast Mannitol Agar)
YMA + RC (Yeast Matuh Agar)
YMA + BTB (Yeast Maitol Agar + Bromothymol Blue)
GPA + BCP (Glucospne Agar +Bromocrésol Pourpre)
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2-2-Ensemencement sur milieux liquides et solides

Toutes les souches sont ensemencées sur milieides®MA) puis incubation a
30°C pendant 24 a 48h.

Sur milieux liquides les mémes souches sonteeseées dans des tubes (9ml)
d'YMB et incubées 24a48h a 30°C.

L’ensemencement sur les milieux solides seafgidirtir d’'une culture d’YMA et étalés
sur milieux BTB puis incubées 24 a 48h a 30°C.
3- Conservations des souches

La conservation des souches se fait sur 'YMA addité de CaCgX3g/l) comme
agent neutralisant de l'acidité.

Le milieu est réparti dans des tubes inclin@a#tir d’'une culture bactérienne en phase
de croissance exponentielle, on effectuées des strguliéres sur la surface de la gélose.
Apres incubation a 30 °C pendant 3 a 4 jours,Ubsg sont conserveés a 4 °C au réfrigérateur.

Cette méthode permet une conservation de 6 a 12 moi

4-Examen microscopique par la coloration de Gram
C’est une coloration qui permet de mettre en éwvdeles propriétés de la paroi
bactériennget d’utiliser ces propriétés pour les distingudes classifier.
Cette coloration ce fait a partir d'une cult¥f@B de chaque souche, la préparation d’'un
frottis est étalée une couche mince sur une lagehée et fixée.
Le protocole expérimental consiste a :
- recouvrir le frottis par le violet de gentiartdagsser agir pendant 1 minute.
- verser la lame et ajoutée le lugol et laisser pgndant 30 secondes.
- incliner la lame et laisser tomber goutte a golidticool acétone.
- laver a I'eau distillée.
- recolorer avec de la fuschine et laisser agiiiriute.
- laver a 'eau distillée.
- observer au microscope.
5-Examen de la mobilité
L’examen se fait par une anse de platine contieatauspension bactérienne réalisés
sur le milieu YMB de 24 heures faire une piqretada dans un tube de milieu Mannitol

mobilité. Incuber pendant 24 heures.
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Sur un nombre total de nodules récoltés a parsirdeines de la légumineuse
Mellilotus officinalis Prélevée de I'Est Algérien(Guelma), nous avons teompte de 8
isolats dans cette étude (Tableau 2) qui ont étéeacés avec la souche de référence.

Tableau 2 :les souches utilisées dans cette étude.

souche Nom Plante hote Géographique Source
S Isolat Méllilotus Guelma, Algérie | Notre étude
S1 Isolat Méllilotus Guelma, Algérie | Notre étude
S2 Isolat Méllilotus Guelma, Algérie | Notre étude
S3 Isolat Méllilotus Guelma, Algérie | Notre étude
S4 Isolat Méllilotus Guelma, Algérie | Notre étude
S6 Isolat Méllilotus Guelma, Algérie | Notre étude
S7 Isolat Méllilotus Guelma, Algérie | Notre étude
S9 Isolat Méllilotus Guelma, Algérie | Notre étude
SAM rhizobium Cicer arietimum | Constantine S.dakkkiche
leguminosarum Algérie Constantine
F R. sullaeRHF H. coronarium | Pise, ltalie S.Casella- Pis
A6 Rhizobiumsullag H. coronarium | Constantine, A.Benguedouar
sp. nov. RHAG Algérie Constantine

6- Caractérisation des isolats
6-1- Source de carbone

Ce test est réalisé sur le milieu YMB ou le maoirest remplacé par I'un des sucres
suivants : Xylose, Galactose, Glucose, SucroseddmiDextrine.

Les tubes sont incubés a 30 °C pendant 24 hewisson a mesure la DO a 620nm.

6-2-Tests biochimiques

6-2-1-Réduction des nitrates
Les bactéries sont ensemencée sur le milieu bouiikoate. Apregt jours d’incubation a
30 °C on dépose a la surface de la culture gaudtes des réactifs de la nitrates réductase.

Réactif | : Acide sulfanilique a 3% dans I'acide dilué a 25%.
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Réactif Il : a naphtylamine a 0.5% dans I'acide dilué au mémgsem

6-2-2- activité uréasique
Les souches sont ensemencées sur le milieu urédejnduis incubées a 30 °C
pendant 24heure.
6-3-Tests physiologiques
6-3-1-Tolérance au NaCl
Les souches sont ensemencés sur le milieu YMB NMadl est remplaces par les
différentes concertations suivant : 0.5%,1% ,2%, 8%, 5%, 6% ,7%, 8%, 9%, 10%
-Les tubes sont incubés a 30°C pendant 24 heures.
- mesurer la DO a 620nm.
6-3-2- Température de croissance
Les différentes souches sont cultivées sur YMAetibées aux températures
suivantes : 4°C, 20°C, 30°C, 40°C, 50°C.
Les lectures sont effectuées apres 24 a 48 helimeslghtion. Pour la température
4°C, la lecture peut aller jusqu'a 10 jours.
6-3-3-Effet de pH
Les souches sont cultivées sur le milieu ligwd/B aux différents pH : 4, 5, 6,7, 8, 9,10.
-Les tubes sont incubés a 30°C pendant 24 heures.

- On mesurer la DO a 620nm.

6-4- Résistance aux antibiotiques

L’ensemencent des souches cultivées sur le milld8 ¥e fait par I'étalement des
cultures par un rateau d’'une pipette pasteur seiboite de Petri contenant le milieu Muller
Hinton.

Les antibiotiques utilisés sont : Amoxicilline, @rmphénicol, Pénicilline, Vancomycine.
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Figure 08: Antibiogramme
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Chapitre 1l : Résultats et discussion

1-Caracteres culturaux

La croissance sur milieu YMA (Yeast mannitol Agast détectable aprés 24 a 48
heures ; les colonies typiques et les souchesfdenges sont abondantes avec une surface
lisses, consistance crémeuse et visqueuse, tektumogene et translucide, de couleur
blanchétre ou creme (figure 10a).

Le milieu YMB utilisée comme support d’ensemencetm@&nn milieu a un autre,
c’est un bouillon qui permet d'enrichir les colamiesélectionnées et suspectées d'étre
Rhizobium. Une fois ensemencé et apres 24h d’incubation a@C30il se caractérise par
'apparition d’'un trouble ce qui été observée aueau de tout nos isolats y compris les

souches de références (figure 10b).

(@) (b)

Figure09: Aspect des colonies sur les milieux YMA et YMB

(a) : Aspect des colonies sur YMA. (b) : em@Ence des bactéries sur le milieu YMB.

Les colonies sont bien poussés sur milieu YMA-Rougedoo; la majorité des isolats
et les souches de références absorbent le rouggoGaron trouve celles qui ne I'absorbent

pas et gardent leur couleur blanchétre (figure 11).

27



Chapitre 1l : Résultats et discussion

Figurel0 : Absorption du rouge Congo.

Le développementdes isolats et les souches de références sur ieumBPA-
bromocrésol pourpre se fait avec acidification dliemn et modification du pH avec un virage

de couleur du milieu violet vers le jaune (figu®.1

Figurell : Absorption du GPA-BCP.
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Sur le milieu YMA-BTB, I'ensemble des isolats e$ lsouches de références modifient
partiellement le pH aprés 24heures, mais aprésedgh la plupart d'entre elles provoquent
une réaction acide avec uimage de I'indicateur de pHqui traduit par le changement de la

coloration du BTB vers le jaune ce qui indique gos isolats présente une croissance rapide.

A l'exception des souches S6 et A6 qui ont un@issance lente avec une

modification du couleur vers le bleu se qui résulte réaction basique (figure 13).

Figure 12: absorption de I'YMA-BTB.
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Tableau 03: Résultats des caracteres culturaux des soucttés.te

Caracteres Diametre| Forme | Surface | Consistance Caractéres | Couleur | Croissance
de Optiques a
oucheg colonie 30°C

S <3mm | arrondie,| Lisse visqueuse | translucide | Blanche| Rapide

S1 >3 mm | arrondie,| Lisse visqueuse | translucide | Blanche| Rapide

S2 >3 mm | batonnet Lisse visqueuse | Translucidel Créme | rapide
Opaque

S3 <3 mm | arrondie,| Lisse visqueuse | Semi Blanche| rapide
translucide

S4 <3 mm | arrondie,| Lisse visqueuse | translucide | Blanche| rapide

S6 >3 mm | batonnet Lisse visqueuse | Translucidel Créme | rapide
Opaque

S7 >3 mm | batonnet Lisse visqueuse | Translucidel Créme | rapide
Opaque

S9 <3 mm | arrondie,| Lisse visqueuse | translucide | Blanche| rapide

SAM <3 mm | arrondie,| Lisse visqueuse | translucide | Blanche| rapide

F <3 mm | arrondie,| Lisse visqueuse | translucide | Blanche| rapide

A6 =3 mm | arrondie,| Lisse visqueuse | Translucide| Blanche| rapide
Opaque
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2-Examen microscopique par la coloration de Gram

Une coloration de Gram est réalisée, qui va permetbbservée les bactéries au

microscope optique. L’'observation microscopiquenpard’observer des batonnets de taille

différente et des coccobacilles roses a Gram rfégatipatibles avec I'aspect microscopique
des rhizobia (figurel4).

Figure 13 : examen microscopique par la coloration de Gram.

3-Examen de la mobilité

L'observation de I'envahissement sur le milieu mtinmobilité de nos isolats et les
souches de références confirme que les souchemsbiles avec une acidification de milieu

(figurel5). Ces résultats sont compatibles a cieabqué par Chabbi (2010).

Figure 14: résultats de test du mannitol mobilité.

31



Chapitre 1l : Résultats et discussion

Tableaux 04: résultats du teste mannitol mobilité.

Les souches Résultats (virage de couleur)
S Rouge
Sl Rouge
S2 Rouge
S3 Rouge
S4 Rouge
S6 Rouge
S7 Rouge vers l'orange
S9 Orange
SAM Jaune
A6 Rouge
F Orange vers le jaune

4-Caractérisation des isolats

4-1-Source de carbone

Les résultats obtenus montrent que les soucheasentiltous les sucres testés comme
source de carbone mais avec une différenciationgar rapport a I'autre.

Les résultats obtenus pour ce test et la mesaida densité optique montrent que le
sucrose, le galactose et I'amidon donnent un lmeldppement pour la plupart des souches,
alors que les sucres les moins utilisés sont leogk et la dextrine pour toutes les souches.

D’autre part on remarque que les soside références utilisent préférentiellement
I'amidon, et les sucres les moins utilisés songdéactose et le sucrose au contraire a nos

isolats.

Les résultats de cette étude montre que les isstaiiscapables d'utiliser une grande
variété de carbohydrates comme source de carbenguicest confirmé par Vincent (1970)
Jordan (1984), Lindstrom et Lehtomaki (1988) et S8sagaran et Hoben (1994).
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1,2

Les isolats

08 B Glucose
8 0.6 m Dextrine
0,4 B Amidon
0,2 B Galactose
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S s1 52 53 54 56 57 59
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Figure 15 :utilisation des sucres par toutes les soucheseest
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4-2-Tests biochimiques
4-2-1-Réduction des nitrates

Aprés I'addition de 2 a 3 gouttes des réactifs Il ele la nitrate réductase, certaines
souches S3, S4, S6 et S7 donnent une couleur sRug@i signifie qu’elles possédent une
enzyme nitrate réductase qui décompose les niteatestrites et les autres souches S, S1, S2
et S9 donnent une couleur jaune ce qui signifeenéaction négative.

D’autre part nous avons signalé que desiches de références F, SAM sont
comparables a nos isolats qui donnent une réaptsitive, sauf la souche A6 qui donnent

une réaction négative.

La coloration rouge ou rose traduptésence de I'enzyme qui décompose les nitrates

en nitrites.

Lucinski et coll. (2002) montrent que la présence duwatdtinhibe I'activité de la
nitrogénase dans les nodules des plantes léguresmetigue I'activité de la nitrate réductase
a été observée dans plusieurs associations symupéstientre les Iégumineuses et les rhizobia
dont 97% de cette enzyme est localisée dans leérbies.

4-2-2- activité uréasique

Ce test permet de mettre en évidence la capac#ébdetéries d’hydrolyser l'urée
grace a l'uréase.

Les isolats et les souches de références ont undte@aaréasique et alcalinisent le
milieu de culture en observant un virage de la@autu orange vers le rouge ce qui indique
la dégradation de l'urée et la libération des iofsmmonium comme s'est montré dans

I'équation suivant :

CO (NHy2+ H20 CCe + 2 NHs (Guiraud, 1998).

Par contre les isolats S6 et S7 n’a donné aucloadinesation du milieu, ce qui
indique I'absence de I'activité uréasique chezdmsiers (Figure 17).

La majorité des isolats possedent les enzymedfisjpes au processus d’infection
avec les souches de référence, ce qui les engkntee ld groupe des bactéries nodulants les

légumineuses (B.N.L).
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L’aptitude des souches a hydrolyser 'urée ou airéde nitrate a révélé une grande
variabilité. Cependant, les souches a croissagsaapide ont montré des résultats négatifs et
par conséquent, un exces d’'urée ou de nitrate eeodgns le sol pourrait affecter le caractéere

symbiotique de ces souches (el hilali ,2006)

Tableau 05 :Résultats des tests biochimiques

Enzyme
souche Nitrate réductase Uréase
S - +++
S1 - +
S2 - +
S3 + +
S4 + ++
S6 + -
S7 + -
S9 - ++
SAM + +++
F - ++
A6 + +
+++:Forte alcalinisation ++: alcalinisation moyenne
+:faible alcalinisation - : aucun alcalinisation.
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Réduction de nitrate négative (-).

|
| MY/ - B

Activité uréasique

Figurel6: Résultats des différents tests biochimiques.
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4-3-Tests physiologiques
4-3-1-Tolérance au NacCl

Les résultats obtenus montrent que jusqu'a uneitgsatie 3% de NaCl, la croissance
des souches est élevée. A une concentration deld08&woissance des souches n’est pas
affectée, et par comparaison on observent quenleshes de références croissent en présence
des concentrations de NaCl allant de 3% a 10%.

Ces résultats montrent que I'optimum de croissate@os isolats est compris entre
0.5% et 3%.

D’aprés les résultats obtenus par (Zahran., 200(Jahran etl., 1985), les souches
tolérantes et sensibles ont des évolutions ressctiapide et plus lente. En symbiose, le
rhizobium est plus résistant a la salinité quesamenaire végétal.

Ainsi, la salinité affecte linitiation, le dévelpement et le fonctionnement des
nodules, de méme que la capacité photosynthétiqaefalilles. Il s'avere que la fixation
symbiotique de l'azote est plus affectée par legeel la croissance des plantes (Raal.,
2002). Selon Kaseert al., (1985), il a été constaté que la sensibilitdadeodulation a la
salinité est trés variable, elle peut étre inhilpée des, petites quantités de NacCl, cette
inhibition peut étre due a la sensibilité de rhimaib au sel, a la sensibilité de la plante-héte et

a celle de linteraction rhizobium-plante hote.
La salinité inhibe la fixation symbiotique de I'decen augmentant la résistance a la

diffusion de I'oxygéne dans les nodosités ayant pomséquence une inhibition de I'activité

de la nitrogénase (saadallarakt 2001).
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Figure 17: Effet du NaCl sur la croissance de toutes sesitbstées.

4-3-2-Température de croissance

Nos isolats et les souches de références sont leapdé croitre a une température

allant de 4°C jusqu’a 40°C avec un optimum de sanise entre 20°C et 30°C, ce qui observé

chez les bactéries du geriRbizobium. Toutefois a 50°C il n’y a aucune croissance.qUie

indique que nos isolats sont Mesophiles.
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Chapitre 1l : Résultats et discussion

Pour la plupart des rhizobiums, I'intervalle éenpérature de croissance est de 28 - 31
° C, et beaucoup sont incapables de poussé a 3Z&htan, 1999).

Tableau 06 :Température de croissance testée

T® 4°C 20°C 30°C 4¢°C 5C°C

souches

S +(3)) + + - -
S1 +(3)) + + - -
S2 +(3)) + + - -
S3 +(3)) + + - -
S4 +(3)) + + - -
S6 + (7)) + + - -
S7 + (7)) + + + -
S9 +(3)) + + - -
SAM +(5) + + + -
F + (5)) + + + -
A6 + (5)) + + - -

4-3-3-Effet de pH

La mesure de la densité optique montre que dansdiable de nos souches tolérent
I'alcalinité et I'acidité (pH entre 4 et 10).

Un optimum de croissance de toutes les souch&eteast remarqué a pH 4.

Les mémes résultats ont été observés chez leheuwe référence qui se sont

tolérantes a I'acidité avec une croissance éley#e¢ & et pH 6
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Chapitre 1l : Résultats et discussion

Les travaux de Torche (2006) ont montré que la ntdjdes souches sont capables de
pousser entre pH 4 et 10, avec un optimum de enocesse situant entre pH 6,5 et 7,5.

Vincent (1970) et Jordan (1984) on constaté queHeptimum de la croissance des
Rhizobiums est entre 6 et 7.

Les Rhizobiums adoptent des mécanismes différentsurvivre dans les conditions
acides du sol (Zahran,1999)

Les isolats
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Figure 18: Effet du PH sur toutes les souches testent.
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Chapitre 1l : Résultats et discussion

4-4- Résistance aux antibiotiques

Les résultats obtenus révelent une variabilité aleékistance et la sensibilité des
souches vis-a-vis aux antibiotiques testé. (Amdiaei, pénicilline, chloramphénicol et
vancomycin).

Pour I'Amoxicilline les souches S, S2, S3, S9 etVBgont résistantes alors que, les
souches S4, S6, S7 sont sensibles et les souchExEA6 sont intermédiaire.

Pour la pénicilline, les souches S2, S3, S4, SAM&sont résistantes bien que, les
souches S1, S9 et F sont intermédiaires sauf lehes S6 et S7qui a montrée une sensibilité.

Pour le chloramphénicol les souches S, S1, S2594t SAM sont résistantes alors
que, les souches S6, S7, F et A6 sont sensiblétassauche S3 qui est intermédiaire.

Pour le vancomycine les souches S, S2, S3 et SAM résistantes tandis que, les
souches S6, S7 et A6 sont sensibles et les rasténsermediaires.

Nos résultats sont en accord avec Lakhal (201ildequarque dans ces travaux que la
résistance a un antibiotique, comme I'Amoxicillpeut arriver a 90% des souches.

Alors que Hagedorn (197®ouve que 50 isolats dehizobium trifolii ont résiste a de
fortes concentrations de 11 antibiotiques (sur d&es, mais relativement sensibles au
chloramphénicol, la streptomycine, la tétracyclie¢,la Vancomycine. le&hizobium a
croissance rapide et ceux a croissance lente estrémement résistants a l'acide naludixique
(400ug. ml -1) et la pénicilline (2Q@y. ml -1) (Young et Chao, 1989).

Figure 19 :résistance aux antibiotiques
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Chapitre 1l : Résultats et discussion

Tableau 07 :Résultats des tests des antibiotiques.

Antibiotique Amoxicilline pénicilline chloramphénicol | vancomycin
souche
S R R R R
S1 I R I
S2 R R R R
S3 R R I R
S4 S R R I
S6 S S S S
S7 S S S S
S9 R R I
SAM R R R R
F [ S
A6 I R S S

(R) : résistance aux antibiotiques (S): sensible aux antibiotiques (I) : intermédiaire
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Conclusion et perspective

Conclusion et perspective

Notre recherche a permis de mettre en évidencditi#&sentes caractéristiques des
souches et leurs diversités.

Cette recherche est basée sur une étude phénatypicuorphologique des souches
isolées a partir du genidéllilotus situé dans la région de Guelnten présence des souches

témoins deRhizobia

Les aspects morphologique des isolats sur lesréliffé milieux de culture, ainsi que
'examen microscopique attribuent que la majodé&nos isolats ont une morphologie des

colonies proche du genRhizobium

La croissance sur milieu YMA- rouge Congo montue ¢gs souches absorbent rouge
Congo mais avec une différence dans I'absorption.

En fonction de la vitesse de croissance sur leemiYMA additionné de bleu de
Bromothymol, les isolats peuvent étre séparés enx dgoupes :Rhizobium(Bactéries a
croissance rapide) @radyrhizobium(bactéries a croissance lente), et la majoritéhale
souches ont acidifié le milieu.

La croissance sur le milieu GPA-bromocrésol pourgeefait avec acidification du
milieu et modification du pH.

Le résultat du test nutritionnel montre que ledaisosont capables d'utiliser une
grande variété de carbohydrates comme source derar

La recherche des enzymes spécifiques tel quarlenréductase et I'uréase, démontre
gue nos isolats sont pourvus de ces deux enzymes.

Ainsi, nous avons évalué la tolérance de toutesdeshes de la collection vis-a-vis
des facteurs abiotiques, principalement I'NaCl, gel et les températures extrémes.

L’'osmotolérance s’est révélée tres importante patnaller jusqu'a 10% d’NacCl.
Les souches ont été capables également de poussaresgamme assez large de pH allant de
4 a 10. Quant a la température, la tolérance tetatend de 4°C a 40°C.
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Conclusion et perspective

La résistance des souches aux différents antibiesidestés a indiqué une grande
résistance a la pénicilline et au chloramphéniooite une sensibilité bien marquée pour les
deux souches S6et S7.

A partir de ces données expérimentales et destaésaui en découle et, en se basant
sur les critéres morpho-culturaux, nutritionnelstchimiques, on peut inclure nos isolats
dans la famille des rhizobia ou B.N.L. Par conséfurous n'avons pas pu ressortir une
distinction appréciable afin de confirmer que rsuddts appartiennent au geitbizobiumou
B.N.L a cause de I'absence de I'examen génotypips® sur les techniques moléculaires.
Seules ces techniques sont en mesure de préeiggnte, I'espéce et éventuellement le
biovar.

Cependant, nous envisagerons d’entreprendre deaukade recherches visant a
I'application et a la vulgarisation des techniquoeses au point.

Nos travaux futurs seront axes sur:

* L’étude de la compétitivité des souches introdwiesa-vis d’autres microorganismes
du sol ;

* La caractérisation phénotypique des isolats selawtrs facteurs abiotiques et
biotiques.

» L’exploitation de stimulation de croissance descbms aux déférente acides amines et
vitamines.

e La détermination du profil des protéines totales deuches qui est réalisée par la
technique d’'SDS-PAGE.

» Une étude moléculaire par des technigues plusga®ci
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Annexe 1:

Milieux de culture et solutions utilisés

Composition de milieu YMB (Yeast mannitol broth) & g/l.

Mannitol 10.00
K2HPO4 0.50
Mg SO47H20 0.20
Na Cl 0.10
Extrait de levure 0.50
Eau distillée 1000ml
PH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.

Composition de milieu YMA (Yeast mannitol agar) erg/l.

YMB 1000 ml
Agar 18
PH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.



Composition de milieu YMA+ rouge Congo en g/l

YMB 1000 mi
Solution stock de rouge Congo 10 ml
Agar 18
PH 6.8
Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.
Apres ajustement de pH on ajoute 10ml de r@@mego (0.25g rouge Congo dans

100ml d’eau distillée), puis on ajoute I'agar.

Composition de milieu YMA+ bleu de brorathymol en g/l

YMB 1000ml
Solution stock de bleu de bromothymol 5 mli
Agar 15

PH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.
Apres ajustement de pH on ajoute 10ml de déebromothymol (0. 5g BTB dans

100ml d’éthanol), puis on ajoute I'agar.



Composition de milieu GPA (Glucose peptone agar) pourpre de

bromocrésol en g/l.

Glucose 10
Peptone 5
Solution stock de pourpre de bromocrésol 10ml
Eau distillée 1000ml
Agar 15

PH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.
Ajouter du pourpre de bromocrésol (1g BCP ddtsriil d’éthanol), apres stérilisation et

refroidissement de milieu.

Composition de milieu nitrate réductas en g/l.

Nitrate 20
Eau distillée 1000ml
PH 7.2

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.



Annexe 2 :

Les résultats de la mesure de la densité optique gidifférents tests

1-Source de carbone :

yGlucose Dextrine Amidon Galactose [Sucrose

souche

S 0,037 0,116 0,201 0,022 0,879

S1 0,283 0,071 0,034 0,06 0,012

S2 0,304 0,206 0,157 0,418 1

S3 0,242 1 0,09 0,066 0,111

S4 0,292 0,077 0,611 0,105 0,807

S6 0,367 0,209 0,303 0,445 1

S7 0,29 0,048 0,387 0,148 0,256

S9 0,347 0,256 0,582 0,422 1

SAM 0,022 0,264 0,049 0,016 0,03

F 0,07 1 0,025 0,06 0,044

A6 0,093 0,109 0,244 0,018 0,015

2-Tolérance au NacCl :

NaCl 0.5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Souche

S 0,330 | 0,301 | 0,331 | 0,209 | 0,112 | 0,099 | 0,096 | 0,002 | 0,063 | 0,007 | 0,046
s1 0,277 | 0,375 | 0,370 | 0,255 | 0,196 | 0,071 | 0,075 | 0,023 | 0,030 | 0,004 | 0,044
S2 0,306 | 0,372 | 0,288 | 0,227 | 0,129 | 0,087 | 0,117 | 0,026 | 0,035 | 0,028 | 0,061
S3 0,348 | 0,323 | 0,316 | 0,293 | 0,212 | 0,064 | 0,069 | 0,051 | 0,001 | 0,049 | 0,031
S4 0,370 | 0,295 | 0,306 | 0,212 | 0,190 | 0,124 | 0,047 | 0,082 | 0,011 | 0,022 | 0,024
S6 0,289 | 0,248 | 0,236 | 0,185 | 0,136 | 0,209 | 0,176 | 0,186 | 0,160 | 0,094 | 0,052
S7 0,080 | 0,091 | 0,130 | 0,128 | 0,148 | 0,140 | 0,171 | 0,156 | 0,112 | 0,173 | 0,023
S9 0,303 | 0,276 | 0,311 | 0,291 | 0,129 | 0,072 | 0,084 | 0,078 | 0,044 | 0,061 | 0,016
SAM 0,587 | 0,438 | 0,342 | 0,351 | 0,300 | 0,330 | 0,277 | 0,187 | 0,031 | 0,035 | 0,012
F 0,097 | 0,138 | 0,327 | 1 1 1 0,197 | 0,115 |1 0,080 |1

A6 0,296 | 0,093 | 0,125 | 1 1 1 0,058 | 0,040 |1 0,078 | 0,227




3- Effet du pH:

pH 4 5 6 7 8 9 10
souche
S 0,037 0,106 0,037 0,254 0,202 0,199 0,146
S1 1 0,325 0,051 0,15 0,248 0,201 0,266
S2 0,041 0,066 0,152 0,271 0,13 0,203 0,2
S3 1 0,07 0,031 0,244 0,172 0,177 0,146
S4 1 0,12 0,026 0,162 0,286 0,175 0,208
S6 0,027 0,15 0,263 0,05 0,148 0,221 0,259
S7 0,277 0,267 0,146 0,174 0,139 0,168 0,236
S9 0,024 0,225 0,049 0,024 0,062 0,012 0,435
SAM 0,498 0,093 0,798 0,102 0,003 0,02 0,011
F 0,704 0,081 0,768 0,148 0,036 0,049 0,003
A6 1,087 0,05 0,821 0,091 0,094 0,029 0,004
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