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Résumé

Résumé

Ce travail de recherche est une contribution a I’é¢tude de role du plasmide
symbiotique Psym dans ’association symbiotique plante 1égumineuses- bactéries.
L’¢étude consiste a transformer des souches non rhizobiales par le plasmide extrait des
souches rhizobiales. La sélection des souches transformées est mise en évidence par la
culture sur le milieu YMA-+calcofluor. Un profil plasmidique est réalisé pour
confirmer la transformation. L’aptitude des souches transformées a noduler la plante
Iégumineuse du genre Hedysarum est évaluée par un test de nodulation.

Malgré que les profils plasmidiques montrent le transfert plasmidique, il y a eu un

échec de la nodulation.

Mots clé : Rhizobium, transformation bactérienne, plasmide symbiotique, nodulation.



Abstract

Abstract

This research work is a contribution to the role study of the symbiotic plasmid
Psym in the symbiotic plant leguminous-bacteria association.The study consists in
transforming non-rhizobial strains by the plasmid extracted from the rhizobial strains.
The selection of the transformed strains is demonstrated by the culture on the
YMA-+calcofluor medium. A plasmid profil is made to confirm the transformation.
The ability of the transformed strains to nodulate the leguminous plant Hedysarum
coronarium is evaluated by a nodulation test.
Although the plasmid profiles show the plasmid transfer, there was a

failure of nodulation.

Key word : Rhizobium, bacterial transformation, symbiotic plasmid, nodulation.
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Introduction

Introduction

Les légumineuses sont des plantes herbacées, des arbustes, des lianes ou des
arbres a racines préesentant souvent des nodosités traduisant une symbiose avec les

bactéries fixatrices d’azote (Torche, 2006).

En 1838, Boussingault mit en évidence I’aptitude des Iégumineuses a utiliser
I’azote atmosphérique, et en 1888, les chimistes allemands Hellriegel et Wilfarth ont
démontré que cette aptitude est liée au développement des nodules suivant 1’infection

des racines par des microorganismes du sol (Brewin, 2002).

L’¢établissement d’une association fixatrice d’azote est important pour la
plante, essentiellement lorsque la plante est dans un sol dépourvu des éléments

nutritifs nécessaires pour son développement (Murray, 2011).

De nombreux genes contrélant la nodulation et la fixation de I'azote reposent sur un
seul plasmide de haut poids moléculaire, connu sous le nom de plasmide symbiotique
(Ibanez et al., 2010). Les méga-plasmides hébergent des genes essentiels qui sont

nécessaires pour la viabilité et la survie des bactéries (Landeta et al., 2011).

La transformation est un mécanisme important par lequel les génes sont
transférés naturellement dans I’environnement. La transformation naturelle est un
mécanisme génétiqguement programmé pour le transfert horizontal de génes chez les
bactéries. Contrairement a d'autres mécanismes, tels que la transduction ou la
conjugaison (Chen et al., 2005), il est inhérent a I'espece et indépendant des éléments
mobiles extrachromosomiques ou intégratifs. Il a été comparé a une tentative
bactérienne de sexualité (Maynard Smith et al., 1991). Le dernier recensement des
espéces naturellement transformables (Lorenz et Wackernagel, 1994) a enregistré au
moins 40 espéces bactériennes réparties uniformément parmi les groupes
taxonomiques. La transformation passe par l'absorption de I'ADN exogéne et son
intégration ultérieure dans le génome du receveur par recombinaison homologue. Les
espéces naturellement transformables utilisent des machines multiprotéines

fondamentalement similaires pour importer de I'ADN (Chen et Dubnau, 2004).




Introduction

Nos objectifs ont consiste en I’étude de R.sullae, pour cela nous avons opté
pour :

= Transformer des souches non rhizobiales par des souches rhizobiales.

= Faire un profil plasmidique des souches transformées.

»= Test de nodulation pour voir I’aptitude des souches transformées a
noduler les égumineuses.
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1. La fixation biologique de I’Azote
1.1. L’azote

L'azote, en tant que composant omniprésent dans les biomolécules (protéines,
acides nucléiques, vitamines...), est I'elément constitutif des végétaux le plus important
apres le carbone. Malheureusement, la concentration de ses formes assimilables dans le
sol (ammonium, nitrate, etc.) est souvent limitant pour la bonne croissance des plantes
et constitue de ce fait, trés fréquemment, le facteur clé de la production agricole (Roger
et al., 1996). L’atmosphére terrestre est composée majoritairement d’azote sous forme
gazeuse ou moléculaire (N2) (diazote) non assimilable par les plantes (Cleland et
Harpole, 2010). Il est essentiel pour la synthese des enzymes de la photosynthese et il
est assimilé par les plantes sous formes de nitrate (NO3-) et d’ammonium (NH4+)
(Lamare et al.,1990).

Le cycle de I’azote est une série de processus qui convertit [’azote gazeux en
substance organique et soumis de nouveau l’azote dans la nature. C’est un cycle
continu et peut étre décomposé en quatre types de réaction ou les microorganismes
jouent un role dans ces derniers (Torche, 2006).

En général, I’azote de I’atmosphére passe successivement par les étapes de
fixation, de nitrification et de dénitrification. Les nitrates assimilés par les plantes et les
animaux apres la nitrification passe par une décomposition et une ammonification, puis

il est de nouveau soumis a une nitrification (Torche, 2006).

1.2. La fixation biologique de I'azote atmosphérique

La fixation biologique de l'azote atmosphérique est le processus par lequel
certains micro- organismes transforment I'azote de I'air (N2 ou diazote) en ammoniac
(Hopkins, 2003). Elle résulte de l'activité d'une enzyme qui s'appelle la nitrogénase
(Davet, 1996 ; Prescott et al., 2003.)., une enzyme catalysant plusieurs réactions de
réduction dont celle du diazote (N2) en ammoniaque (NH3), forme de 1’azote
assimilable par les végétaux (Dixon et Wheeler, 1986). La majorité du processus de
fixation est la fixation biologique de N2. C’est une étape tres important du cycle de
I'azote, qui fournit de l'azote utilisable pour la nutrition des plantes (Modigan et
Martinko, 2007). La fixation est symbiotique lorsqu'elle est réalisée par des bactéries,

comme le Rhizobium, qui vivent en association avec les plantes de type légumineuse.
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Elle est non-symbiotique lorsqu'elle est réalisée par des bactéries, comme celles du
genre Clostridium, qui fixent l'azote de fagon indépendante. La quantité d'azote fixé est
faible lorsqu'il s'agit de fixation non-symbiotique, mais dans le cas de la fixation
symbiotique, lI'apport peut valoir jusqu'a deux fois l'ajout d'azote par les fertilisants
(Paul et Clark, 1988). Les conditions optimales pour une bonne fixation de l'azote
comprennent un rapport carbone/azote élevé, une humidité adéquate et un pH neutre
(Stevenson, 1982).

1.2.1. Les fixateurs libres

Sont représentés essentiellement par de Azotobacter, Beijerinckia, Clostridium,
Rhodospirillum (Madigan et Martinko, 2007). Les fixateurs associatifs sont représentés
essentiellement par les Azospirillum (Pelmont, 2005).

1.2.2. Les fixateurs symbiotiques

Sont représentés par :

Les Rhizobia, l'un des principaux groupes et le plus anciennement connu,
s'associent aux légumineuses (Hopkins, 2003).

Les Frankia, bactéries filamenteuses sporulantes (actinomycetes) associées a
des arbres et des arbustes comme les Casuarina, les Myrica et les Alnus (Dolery et al.,
2003).

Anabaena (cyanobactérie) vit en symbiose avec Azolla, une fougére aquatique

importante pour la culture du riz (Prescott et al., 2003).

1. 3. Mécanisme enzymatique : Nitrogénase
Le complexe nitrogénase catalyse la réaction de fixation de I’azote

atmosphérique. Cette enzyme n’existe que chez les organismes procaryotes (Rees et

Howard, 2000).

Le complexe nitrogénase est trés conservé chez les bactéries fixatrices d’azote
tant au niveau de sa séquence que de sa structure. Il est constitué de deux
métalloprotéines : le site de la réduction du substrat est la protéine MoFe (composant |
ou dinitrogénase) et le donneur d’¢lectrons est la protéine Fe (composant II ou
dinitrogénase réductase). Le composant | est un hétérotétrameére de type a2f32 codé par
les génes nifD et nifK et le composant Il est un homodimére codé par le géne nifH
(Howard et Rees, 2000).




Etude bibliographique

Le complexe nitrogénase est extrémement labile en présence de dioxygeéne. La

réaction catalysee par cette enzyme est la suivante :

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

2. La symbiose légumineuses- bactéries

En 1838, I’agronome francais J.B.Boussingault montra que les légumineuses
peuvent assimiler I’azote de I’air. En 1887, Hellriegel et Wilfarth ont montré que la
fixation de I’azote est associée avec la nodulation des racines des légumineuses. Cette
fixation est liée a la présence de nodosités ou nodules sur leurs racines, qui
n’apparaissent qu’apres infestation par des bactéries isolées par le Hollandais
Beijerinck en 1888, les Rhizobiums (Heller et al., 1989).

C’est une bactérie collectivement connue comme rhizobia ; elle est capable
d'établir des associations symbiotiques avec beaucoup de Iégumineuses et quelques
especes non légumineuses. Le trait le plus important est leur capacité de former des
nodules sur les racines(ou parfois sur la tige) dans lesquelles la fixation d'azote
atmosphérique (N2) a lieu (Pelmont, 1995).

La symbiose Rhizobium/légumineuse est un processus indispensable a la plante
pour acquérir I’azote sous forme réduit, mais aussi au Rhizobium pour obtenir les
nutriments nécessaires a leur développement. Le végétal fournit des matiéres nutritives
a la bactérie, celle-ci capte I’azote de I’air et le donne a son hote (Raven et al., 2000).
Ces bactéries n’assimilent pas I’azote en dehors de la plante ; cette assimilation du N2
est une propriété qu’elles n’acquiérent gqu’a I’état de symbionte. L’association
symbiotique est généralement trés spécifique ; chaque souche n’infecte qu’une espéce
de plante ou une gamme trés limitée d’hotes (Pelmont, 1995).

L’optimisation de la symbiose entre les légumineuses et le microsymbionte le
Rhizobium exige la présence dans la rhizosphére de souches compatibles, compétitives
et infectives qui sont hautement effectives pour la fixation de I’azote et présentes par
un nombre suffisant pour maximiser la nodulation (Vessey et Chemining, 2006).
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2.1. Les légumineuses

Les légumineuses représentent la plus grande famille d’Angiospermes en
nombre d’espéces (apres les Orchidacées et les Astéracées) avec plus de 18000 espéces
de répartition mondiale, classées en environ 750 genres (cité par Bensalama, 2015).
Elles sont présentes dans presque tous les milieux terrestres, caractérisees par une large
diversité et sont dominées par les especes ligneuses et vivaces (Chang, 2011). Du point
de vue écologique, les Iégumineuses sont responsables pour une partie substantielle de
la conversion du flux global de 1’azote atmosphérique en forme fixe tel que I’azote
ammoniacal qui est a son tour converti en composes organiques assimilables (Wani et
al., 1995 ; Chalck, 1998). Elles jouent également un réle tres important dans la lutte
contre 1’érosion, la désertification et la dégradation des sols (Thami et EI Menzouri,
2000).

La famille des légumineuses est divisée en trois sous-familles: les
Mimosoideae, les Caesalpinioideae et les papilionoideae (Fabiodeae) (Polhill, 1981 ;
Udvardi et al.,, 2005). Les Mimosoideae (62 genres et 2500 espéces) et les
Caesalpinioideae (150 genres et 22000 especes), se composent essentiellement
d’arbres et d’arbustes des régions tropicales et subtropicales. les Faboideae avec 467
genres et environ 14000 espéces (Sprent, 2009 ; Lewiset et al., 2003) représentent la
partie la plus grande et la plus diversifiée des légumineuses. On y trouve des arbres, la
plus part exotiques, des arbustes voir des lianes, mais surtout de nombreuses especes
herbacées vivaces ou annuelles ; souvent volubiles et grimpantes, soit par enroulement
(Phaseolus, Physostigma), soit grace a des vrilles foliaires (Lathyrus, Pisum, Vicia)
(Guignard et Dupont, 2004).

Les plantes de cette sous famille (Faboideae) sont particulierement adaptées
aux conditions méditerranéennes (Laguerre, 2012). Bien que la nodulation des
légumineuses par les rhizobia est un phénoméne trés fréquent, jusqu’ a présent
seulement 20% des 18000 especes de plantes Iégumineuses sont étudiées du point de
vue nodulation (Sprent, 2009). Dans cette portion, 30% de la sous famille des
Caesalpinioideae, 90% de la sous-famille des Mimosoideae (robinier, glycine,
acacia,....) et 97% des espéces de la sous-famille des Faboideae (pois, haricot, feve,
lentille....) sont nodulées (De Faria et al., 1989 ; Sprent, 2009).
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Les Iégumineuses alimentaires tiennent une part trés importante des travaux
accomplis dans des domaines aussi divers que [’agronomie, la génétique,

I’entomologie, la phytopathologie et la physiologie (Baudoin, 2001).

Les principaux objectifs de recherche, sur Iégumineuses a graines, cherchent a
la fois a securiser la nodulation, a assurer la complémentarité entre les voies
d’assimilation et de fixation de I’azote, et a assurer une meilleure remobilisation de
I’azote des feuilles et des tiges vers les graines. Le point fort des 1égumineuses est leur
cout énergétique faible et leur faible contribution aux gaz a effets de serre, directement

liés a I’absence de fertilisation azotée (Pinochet et al., 2006).

La réduction de la fertilisation azotée et 1’amélioration des couts et bilans
énergétiques sont aujourd’hui un objectif commun & plusieurs filieres dans la
perspective, non seulement d’améliorer une compétitivité économique, ou de réduire
des impacts environnementaux, mais surtout de développer des biocarburants
(Pinochet et al, 2006).

2.2. Les bactéries : rhizobia

Rhizobium, ou rhizobia est un terme qui a été donné aux bactéries du sol
qui sont capables d’induire des nodules sur les racines des légumineuses et d’y
fixer 1’azote atmosphérique en symbiose. Récemment ce terme a été substitué par
le terme de BNL (Bactéries Nodulant les légumineuses) (Zakhia et de Lajudie,
2006 ; Zakhia et al., 2004).

2.2.1. Caracteres morphologiques

Les Rhizobia sont des bactéries Gram négatifs, non sporulants, on distingue

deux formes :
La forme végétative

Les Rhizobia sont mobiles par un seul flagelle polaire ou par deux a six
flagelles péritriches et apparaissent sous forme de batonnets réguliers de 0,5 a 0,8 um
de largeur sur 1,2 a 3 um de longueur pour les Rhizobia a croissance rapide, les
cellules sont mobiles par 2-6 flagelles péritriches. Les Rhizobia a croissance lente
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sont mobiles par un seul flagelle polaire ou un flagelle subpolaire (Somasegaran et
Hoben, 1994).

La forme bactéroide

A Pintérieur des cellules du cortex racinaire, les Rhizobia se transforment en
bactéroides de forme branchée, sphérique ou en massue (Perry et al., 2004). Il existe
des bactéroides réguliers et des bactéroides irréguliers. Chez les groupes Rhizobium
trifoli, Rhizobium meliloti et Rhizobium leguminosarium, les individus sont irréguliers
et ont une taille a peu prés dix fois plus grande que ceux de la forme végétative
(Somasegaran et Hoben, 1994).

2.2.2. Caractéres biochimiques

Les Rhizobia sont des bactéries chimioorganotrophes ; ils utilisent des
carbohydrates relativement simples comme le glucose, le mannitol, le saccharose et des
composés aminés. Certaines espéces exigent des vitamines pour leurs croissances
(Somasegaran et Hoben, 1994). 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. La majorité des souches a croissance lente
préfere le pentose (Somasegaran et Hoben, 1994). Les Rhizobia n’assimilent pas
I’azote en dehors de la plante et ont besoin d’une source d’azote ammoniacal ou aminé

pour se développer a I’état libre (Pelmont, 1995).

2.2.3. Caractéres physiologique

Rhizobium est un micro-organisme aérobie ou microaérophile et peut se
contenter d’une faible tension en oxygene (pression de 0,01 atm).Le pH optimum de la
croissance se situe entre 6 et 7, plus exactement 6.8, mais certaines souches tolerent un
milieu acide (pH = 4) comme Rhizobium japonicum. La température idéale se situe
entre 25-30°C (Somasegaran et Hoben, 1994).
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2.2.4. Caractéres culturaux

Le yeast mannitol agar (YMA) est un des milieux solides les plus utilisés pour
la culture des Rhizobia (Vincent, 1970). Sur ce milieu les colonies apparaissent sous
forme circulaire, blanche, opaque ou laiteuses, humides, translucides, elles peuvent étre
brillantes. Les colonies jaunes sont pales rencontrées surtout dans les cultures agées
(Somasegaran et Hoben, 1994). 1l est admis que seules les bactéries correspondant aux
bactéries non différenciées en bactéroides sont capables de pousser sur boite de Pétri
(Boivin-Masson et al., 2006).

2.2.5. Caractéres moléculaire

Le génome des bactéries est constitué en plus de I'ADN chromosomique,
d'’ADN plasmidique qui peut constituer jusqu'a 50 % du génome entier. Les méthodes
d'analyse impliquent par conséquent des genes d'origine chromosomique et d'autres
d'origine plasmidique comme les genes symbiotiques dans le cas des rhizobiums
(Squartini et al., 2002).

3. Nodulation

3.1. Génetique de la nodulation chez la bactérie

Un certain nombre de genes bactériens indiqués nod et nol est exigé pour la
nodulation. Ces genes sont localisés sur un grand plasmide appelé plasmide Sym, mais
de tels genes sont situés sur le chromosome de Bradyrhizobium et Azorhizobium
Plusieurs groupes de génes de microsymbionte contribuent & la nodulation et a la

fixation biologique de I’azote. (Sharma et al., 1993).

3.1.1. Geénesnod
Trois ensembles de génes semblent négocier les premiéres étapes de la
nodulation :
Les génes nod communs
Les génes nod ABCJI sont présents chez tous les rhizobia étudiés jusqu’ici et
les mutations dans ces genes menent a un phénotype Nod- . Ces genes codent pour les

étapes conservées evolutionnaires essentielles pour le processus de nodulation (Sharma




Etude bibliographique

et al., 1993). Ces genes sont situés sur un opéron du quel nod ABC sont essentiels
pour la nodulation. Ces derniers sont fonctionnellement interchangeables entre les
especes et necessaires notamment pour induire le curling et inciter les cellules
végetales a se diviser (Brewin et al., 1992 ; Pelmont, 1995).

Les génes hsn

Host specific nodulation sont des génes spécifiques de la plante a infecter et
non interchangeables (Pelmont, 1995). Ils ne sont pas nécessairement présents ou
fonctionnellement conservés chez tous les rhizobia (Sharma et al., 1993). Ces génes
sont responsables de la spécificité d’héte et de la reconnaissance entre la bactérie et la
plante, étape préalable a I’infection (Davet, 1996).

Les génes nodD

Genes de régulation présents en plusieurs exemplaires dans certaines souches
et sont nécessaires a I’activation des autres genes nod sous I’action des flavonoides
(Pelmont, 1995 ; Sharma et al., 1993).

3.1.2. Genes nif
La synthése de la dinitrogénase est sous la dépendance d’une série de genes
connus sous le terme de génes nif (Hopkins, 2003). Ces génes comprennent les genes
structuraux de la nitrogénase ; nifH, nifD, nifK dont nifH code pour la réductase et nifD
et nifK pour les polypeptides de la protéine a cofacteur FeMo (Pelmont, 1995). Aussi
les genes par exemple, nifB, nifE sont impliqués dans la synthése du cofacteur FeMo

qui est nécessaire pour le fonctionnement de la nitrogénase (Brewin et al., 1992).

3.1.3. Geénes fix
Les génes fix ne sont présents que chez les fixateurs symbiotiques et impliqués
aux étapes de developpement tardives de nodule lors de la fixation symbiotique de
I’azote. (Brewin et al., 1992; Hopkins, 2003).

3.1.4. Autres génes
Les geénes affectant les exopolysaccharides et les lipopolysaccharides (exo et
Ips) et les déterminants pour la prise d’acide dicarboxilique par les bactéroides (bct)
peuvent étre nécessaire pour la symbiose mais pas uniquement exprimés en état

symbiotique (Brewin et al., 1992).

10
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3.2. Génétique de la nodulation chez la plante

Le développement d’un nodule fonctionnel nécessite la production par les
cellules hotes d’un certain nombre de protéines nommées nodulines en réponses des
stimulis provenant des bactéries symbiotiques. Ces protéines sont codées par des genes
NOD localisés dans le génome des cellules hotes (Hopkins, 2003 ; Davet, 1996). Une
distinction est parfois faites entre les nodulines tardifs, qui sont exprimés autour du
début de la fixation de I’azote, et les nodulines précoces, qui sont exprimés aux étapes
initiales de I’infection et du développement de nodule (Brewin et al., 1992).

Certaines nodulines sont des enzymes du métabolisme azoté (glutamine
synthétase, GOGAT) ou carboné (saccharose synthase, PEP carboxylase). La plus
spectaculaire est une protéine qui, associée a I’héme produit par les bactéroides,
constitue la léghémoglobine, protéine fixatrice d’oxygeéne, et ce dispositif est

indispensable a la fixation de I’azote (Pelmont, 1995).

3.3. Substances responsables de la nodulation
3.3.1. Flavonoides

Les flavonoides sont les composes excrétés des plantes, les plus importants de
la perspective symbiotique (Perret et al., 2000). Ces substances phénoliques sont les
facteurs les plus subtils qui aident les associés a s’assortir (Broughton et al., 2000).

Les flavonoides, qui incluent des isoflavones, des chalcones, des flavonols, des
flavones, et des anthocyanidines et autres composés relatifs induisent des genes pour la
nodulation (Terefework, 2002), déclenchent spécifiquement leur expression (Perret et
al., 2000), et interagissent avec les protéines NodD qui servent comme sondes
environnementales et activateurs de transcription (Broughton et al., 2000). Parfois, les
flavonoides sont catabolisés et leur dégradation pourrait mener a I’apparition de
quelques composés qui peuvent étre des inducteurs plus efficaces des genes nod
qu’eux méme (Broughton et al., 2000). Bien que des petites quantités sont excrétés
sans interruption, les concentrations des flavonoides dans la rhizosphére augmentent en
réponse du rhizobia compatibles (Broughton et al., 2000).

Habituellement, les rhizobia les plus promiscueux sont induits par un grand
nombre de flavonoides et de composés relatifs (Terefework, 2002). La capacité

induisante change avec les flavonoides et le rhizobia et dans certains cas des

11
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flavonoides telles que le chrysin peuvent contrarier I’induction des génes nod (Perret et
al., 2000 ; Terefework, 2002). En plus a I’induction des genes nod, les flavonoides
semblent avoir des réles multiples pendant plusieurs étapes du développement du
nodule et de la plante (Terefework, 2002), et leur production est limitée a la zone de
prolongation des poils racinaires a partir de laquelle la plupart des nodules se
développent plus tard (Broughton et al., 2000).

3.3.2. Facteurs Nod
L’identification du signal Nod, qui lance le dialogue moléculaire entre les
Iégumineuses et leur rhizobia, est une étape essentielle dans la nodulation. Les signaux
Nod, qui sont généralement connus sous le nom de facteurs Nod sont des molécules

lipochitooligosaccharidiques (Terefework, 2002).

Ces facteurs a des concentrations minimales peuvent déclencher des réponses
symbiotiques chez la plante telles que la déformation des poils radiculaires, la division
corticale des cellules et la formation de nodule primordial (Debellé et al., 2001).

La biosynthése et la sécrétion des facteurs Nod sont I’expression de génes de
nodulation ou les génes nod ABCD codent pour la synthése du noyau
lipooligosaccharide de tous les facteurs Nod, et les genes hsn pour les diverses
substitutions des facteurs Nod (Broughton et al., 2000).

La longueur et la saturation des composants de substituts d’acides gras du
noyau lipooligosaccharide, le type et la position des divers substituts sur les facteurs

Nod, jouent un rdle crucial dans la spécificité (Terefework, 2002).

3.3.3. Autres substances
D'autres produits semblent étre nécessaires pour le développement continu du
fil d'infection et de lI'organogenése du nodule, et ceux-ci représentent un troisieme
ensemble de signaux. Parmi ce dernier, les polysaccharides extracellulaires (EPS), les
lipopolysaccharides, les antigenes K, les glucanes cycliques, les lectins et les protéines
exportés par le systeme de sécrétion de type trois (TTSS) (Broughton et al., 2000;
Terefework, 2002).

12
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3.4. Processus de nodulation
L établissement de I’association symbiotique, la formation des nodules et la
fixation de I’azote sont la conséquence d’une série d’interactions controlées par

signaux moléculaires entre la plante et son héte bactérien (Fig01).

3.4.1. Pré-échange de signal d’infection

Le processus de nodulation commence par un échange de signaux entre la
plante héte et la bactérie. En condition de carence en ions ammonium (NH4+), les
plantes produisent des flavonoides (molécules signales) au niveau de leurs racines
(Patriarca et al., 2004). Ce signal, une fois percu par le Rhizobium, induit I’expression
de génes nod codant pour les enzymes de synthése de facteurs Nod
(lipochitinooligosaccharides ou LCO) (Dénarié, 2000). Ceux-ci sont des signaux de
nodulation ciblant le programme organogénétique de la plante (Patriarca et al. 2004).
Les Rhizobiums différents dans la structure de leurs facteurs de nodulation constituent

un premier niveau de controle de la spécificité d’hote (Moschetii et al , 2005).

3.4.2. L’infection

Les bactéries s’attachent aux racines par I’intermédiaire d’une molécule
d’adhésion spécifique localisée a la surface des cellules, la rhicadhésine. Des lectines
sont également impliquées dans I’adhésion mais elles participent & un degré moindre
que la rhicadhésine (Perry et al., 2004). Les bactéries migrent vers I’extrémité des poils
absorbants, s’y fixent et liberent a leur tour des hormones (acides gibbérellique et
indole-acétique) qui assouplissent la paroi cellulaire (Dupuy et Nougier, 2005). Le
Rhizobium s'appréte alors a entrer dans la plante. Le facteur de nodulation induira une
dépolarisation de la membrane, une fuite d'électrolytes et une oscillation de la
concentration du calcium (Bélanger, 1998). Cette interaction induit une déformation du
poil absorbant a 360° appelée <«crosse de berger >>. Seuls les jeunes poils absorbants
peuvent étre courbés pour entourer les cellules bactériennes (Machrafi, 2001). En
réponse le poil absorbant secrete une enzyme, la polygalacturonase, qui fragilise la
paroi ; la pénétration des bactéries est ainsi facilitée (Dupuy et Nougier, 2005).
Cette pénétration se fait par un mécanisme d’invagination (Perry et al., 2004). Les

cellules bactériennes entrent par un poil absorbant, perdent leur membrane externe et
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changent de forme, tout en produisant une cytokinine (sorte d’hormone de croissance).
(Pelmont, 2005).

3.4.3. Développement du nodule et maturation des bactéroides

Dans le poil absorbant, des vésicules golgiennes convergent vers le point de
contact, forment un cordon amorphe contenant des mucilages limités par des fibrilles
cellulosiques d’origine végétale ; c’est le filament d’infection (Dupuy et Nougier,
2005). Ce cordon relie les cellules épidermiques aux cellules corticales. De la,
I'organogenése se poursuivra jusqu'a l'obtention d’un nodule (Bélanger, 1998). Arrivé
dans la zone corticale, le cordon se ramifie et envahit la presque totalité de la racine.
La zone corticale réagit par I’augmentation de taille mais aussi par la multiplication
cellulaire activée par la libération de cytokinines bactériennes ; un méristéme se forme
ou différencie une excroissance appelée nodule (Dupuyt Nougier, 2005).

La derniere étape de la formation du nodule consiste en un relachement des
rhizobia a partir des cordons d'infection a l'intérieur des cellules corticales suivi de la
division et la différenciation des rhizobia en cellules fixatrices d'azote reconnues sous
le nom de bactéroides (Machrafi, 2001). Une membrane péribactéroidienne enveloppe
ces bactéroides (Perry et al., 2004).
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Plant de pois

Poils radiculaires
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e

- & Les bactéries fixatrices
d'azote s'attachent
aux poils radiculaires.

Bactérios
fixatrice
o En gonflant, les cellules d'azote
radiculaires forment le nodule

Filament
infectieux

La bactérie pénétre dans les
cellules radiculaires par le
filament infectieux

en bactéroide. Les
cellules remplies de
bactéroides grossissent.

Figure 01 : Formation d’un nodule (Tortora et al., 2003)

3.5. Roéle symbiotique des polysaccharides de surface

3.5.1. Les exopolysaccharides (EPS)

Ce sont les plus étudiés de tous les polysaccharides de surface. Un intérét
particulier a été porté aux succinoglycanes présents a la fois chez Sinorhizobium
meliloti et Agrobacterium. L’absence des exopolysaccharides bactériens provoque chez
la plante la production excessive de composés phénoliques qui colorent en brun les
racines et provoguent une apoptose des cellules infectées, ainsi que la mort des
bactéries. De plus, le cordon d'infection ne progresse pas et des aberrations (poches)
apparaissent. Ainsi leur role dans la symbiose fixatrice d’azote situe dans I’inhibition
des réactions de défenses des plantes et dans la progression du cordon d’infection
(Chataigne, 2007).
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3.5.2. Les polysaccharides capsulaires (KPS)

Au contact de la surface de la bactérie se trouvent les polysaccharides
capsulaires.
Ceux de la famille des Rhizobia sont composés de sucres appartenant a la famille de
I’acide 2- céto-3-désoxy-ulosonique (Kdo), notés Kdx. Leur réle dans la symbiose
fixatrice d’azote est inconnu a ce jour. Peu d’études ont été réalisées pour comprendre
leurs modes d'action. Ils pourraient avoir un simple role passif de protection lors des
changements brusques d’environnement (passage du sol a la plante) et faces aux
défenses de la plante (antibiotiques de nature peptidique) et au choc alcalin (Chataigné,
2007).

3.5.3. Les lipopolysaccharides (LPS)

Beaucoup de structures de LPS de Rhizobia sont partiellement décrites mais
relativement peu sont complétes a ce jour. Leur role dans la symbiose fixatrice d’azote
réside dans I’inhibition des réactions de défenses de la plante dans les étapes plus
tardives de I’infection, lorsque les EPS ne sont plus synthétisées, en empéchant la mise
en place du choc oxydant. lls ont par ailleurs un role dans la pénétration des bactéries
dans les cellules nodulaires, lorsqu’elles sont libérées du cordon d’infection. Les
composés sont aussi des agents de cohésion membranaire. Pour cette raison, les LPS
semblent nécessaires a la survie de la bactérie lors de sa transformation en bactéroide
(Chataigné, 2007).

4. Les Plasmides

Les éléments qui déplacent de nombreux genes bactériens d'une cellule
bactérienne a l'autre, le transfert de géne horizontal, sont des plasmides bactériens,
spécifiqguement des plasmides conjugatifs, c'est-a-dire capables de favoriser leur propre
transfert et le transfert d'autres plasmides d'une cellule bactérienne a un autre. Il existe

ainsi une grande variété de plasmides.

Les plasmides sont des molécules d'’ADN bicaténaires circulaires ou linéaires
capables de réplication et de conjugaison autonomes. lls, ont été décrits dans les trois

domaines de la vie (Antipov et al., 2016), conférent souvent des caractéres bénéfiques
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a leurs hétes, comme la résistance aux antimicrobiens, qui a directement contribué a
l'augmentation rapide des bactéries multirésistantes, decrites comme I'un des plus
grands dangers pour la santé humaine (Nyberg et al., 2016). Ainsi, des efforts
considérables ont été déployés pour la détection et la surveillance des plasmides. Ces
derniers sont des fragments d’ADN extrachromosomaux largement utilisés en tant
qu’outil en biologie moléculaire. Un plasmide code pour sa propre fréquence de

réplication et peut étre a copies multiples au sein de son hote (e.g. la bactérie).

Les plasmides sont des réplicons que l'on trouve dans de nombreux
microorganismes des domaines Bactéries, Archaea et Eucaryotes (Funnell et Phillips,
2004). lls sont transmissibles par conjugaison (Frost et al., 2005, Sota et Top, 2008,
Frost et Koraimann, 2010 ,Smillie et al., 2010) ont signalé qu'environ 14% des
plasmides séquencés complets étaient prédisposés a la conjugaison. La conjugaison est
I'un des mécanismes les plus efficaces pour propager des éléments génétiques parmi les
bactéries (Guglielmini et al., 2011). C'est donc I'un des «véhicules» les plus importants
pour la communication bactérienne de l'information génétique, facilitant I'évolution

rapide et les capacités d'adaptation observées chez les bactéries (Aminov, 2011).
4.1. Plasmide symbiotique

De nombreux génes contrélant la nodulation et la fixation de lI'azote reposent
sur un seul plasmide de haut poids moléculaire, connu sous le nom de plasmide
symbiotique. Ce plasmide contenant les genes nod /nif /fix primaires (Zahran, 2017).
Les plasmides restants ont été définis comme plasmides non symbiotiques.

Les plasmides non symbiotiques codent un ensemble varié de geénes, leur
permettant de collaborer avec le plasmide symbiotique (pSym), et offrant a leurs
cellules hétes des capacités substantielles pour les communautés de catalyser de vastes
activités métaboliques et soutenir le processus symbiotique (Barreto et al., 2012,

Cervantes et al., 2011, Pappas et Cevallos, 2011, Tejerizo et al. 2010).

Le plasmide non-symbiotique auto-transmissible (pCFN42a) de Rhizobium etli
CFN42 facilite le transfert du pSym (pCFN42d) apres la co-intégration (Pérez-
Mendoza et al., 2004, Pérez-Mendoza et al., 2005). Le plasmide pSymB de

Sinorhizobium meliloti 1021, d'autre part, n'a pas les genes symbiotiques directement
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impliqué dans la nodulation et la fixation de I'azote (Zahran, 2017) ; néanmoins, des
mutations dans certains génes de ce plasmide abolir complétement la fixation d'azote

symbiotique (Finan et al., 2001).

Trois génes a copie unique provenant du plasmide symbiotique central (nodl,
nodJ et fixA) (Tamura et al., 2013).

Les plasmides sont des composants génétiques importants pour la divergence et
I'adaptation des populations microbiennes car elles contribuent a la plasticité
génomique. Bien que les profils plasmidiques chez les rhizobia puissent étre
considérés comme un caractére relativement stable, les souches peuvent perdre certains
de leurs caractéres en raison de la perte ou de la délétion partielle d'un plasmide
(Djordjevic., 1982 ; Weaver., 1990). Les plasmides sont également des outils
génétiques importants utilisés pour manipuler et analyser les micro-organismes par
I'introduction, la modification ou I'élimination de genes cibles (Frost et al., 2005, Sota
et Top, 2008).

5. Transformation

La capacité a acquérir de nouveaux caractéres par transformation génétique
naturelle a été demontrée des 1928 chez S. pneumoniae par Frederick Griffith. Ce

bactériologiste anglais a démontré qu’il pouvait y avoir un transfert de caractére entre
deux types de pneumocoques. Il disposait alors de deux souches, 1’une, virulente chez

la souris et formant sur boites des colonies d’aspect lisse (nommée S, pour Smooth) ; et
’autre, avirulente, formant des colonies d’aspect rugueux (nommée R, pour Rough).
L’observation de Griffith fut la suivante : une injection d’un mélange de bactéries R
(non virulentes) et de bactéries S tuées par la chaleur a une souris induit la mort de
celle-ci par septicémie et on retrouve dans son sang des bactéries S vivantes. Il en
conclut que le caractére morphologique « S » porté par les bactéries S mortes avait été
transmis aux bactéries R. Il appela ce phénoméne « la transformation » et en déduit

I’existence d’un « principe transformant » dans la suspension de bactéries tuées.
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Il a fallu attendre 1944 pour que cette expérience soit reprise et que le «
principe transformant » soit identifi¢ comme étant ’ADN (Avery, MacLeod, &
McCarty 1944).

Avery, MacLeod et McCarthy ont testé les différents composants présents dans
une suspension de bactéries S tuées pour leur capacité a transformer des bactéries R en
S. Leurs résultats ont permis de montrer que I’ADN permettait le transfert de
caracteres d’une bactérie a ’autre et qu’il était donc le support de la transformation et

de ’hérédité.

5.1. Les différents types de transformation bactérienne

La transformation correspond a I’incorporation d’un ADN extracellulaire,
linéaire ou circulaire, que la bactérie a acquis dans son environnement proche
(Dubnau, 1999). Ces ADN extracellulaires ont été soit libérés par la lyse de cellules
mortes ou de particules virales, soit excrétés par des cellules viables. Pour parvenir a
intégrer ces fragments d’ADN, il est nécessaire que la bactérie se trouve dans un état
physiologique particulier appelé compétence qui implique environ 20 a 50 protéines.
Cet état de compétence est limité dans le temps et il est induit en réponse a des
conditions environnementales spécifiques (stress nutritif, altération des conditions de
croissance, densité cellulaire, présence d’antibiotique, ...) variables selon I’espece et la
souche bactérienne considérée (Cohan et al., 1991).

Les mécanismes d’acquisition d’ADN par transformation, connus a ce jour
peuvent étre résumés ainsi :

Les ADN extracellulaires se fixent a la surface de la cellule sur des récepteurs
spécifiques dont le nombre peut varier de 30 a 80 par cellule (Dreiseikelmann, 1994 ;
Puyet et al., 1990).

L’ ADN double brin fix¢é est transloqué au niveau de la membrane interne, clive,
puis converti en ADN simple brin pendant la translocation (Chen et Dubnau, 2004).

Si ’ADN transformé est maintenu sous une forme stable dans la cellule, il peut
étre intégré au chromosome bactérien, a un plasmide ou a de I’ADN phagique par
recombinaison homologue. Dans le cas de [I’intégration d’un plasmide par
transformation, 1’élément doit étre recircularis€ pour étre maintenu (Lorenz et
Wackernagel, 1994 ; Averhoff, 2004 ; Thomas et Nielsen 2005).
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Si ce mécanisme est relativement important pour la réparation du génome de certaines
bactéries en intégrant des séquences homologues, il contribue largement a 1’évolution
du génome par les mutations et 1’acquisition de nouvelles séquences qu’il engendre
(De Vries et al., 2001 ; Majewski et al., 2000 ; Townsend et al., 2003).

L’intégration du fragment nécessite une seule extrémité homologue pour se
fixer au niveau de zones facilitant 1’intégration de ces ADN exogénes nommeées
«homology-facilitated illegitimate recombination » (Meier et Wackernagel, 2003).
(Fig02).
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Figure 02 : Transformation bactérienne, (a) fixation de I’ADN nu, (b) intégration du

fragment d’ADN apres recombinaison homologue (Mezaache-aichour , 2016).

5.1.1. La transformation naturelle
Par Définition, la transformation "naturelle™ ou physiologique est le premier
modeéle connu de transfert de matériel génétique, qui est fixé et absorbé par des

bactéries réceptrices, dites en état de compétence. (Mezaache-aichour , 2016).
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Certaines bactéries possédent la capacit¢ a prendre de ’ADN du milieu

extérieur et ¢ca s’appelle la compétence naturelle.

5.1.2. La transformation artificielle (la plus récente)

C’est un outil de génie génétique. On va faire entrer de I’ADN (circulaire ou
linaire) de force dans une cellule. L’une des techniques de transformation artificielle
la plus courante c’est 1’¢électroporation, généralement on utilise de I’ADN plasmidique
parce que ¢a va tenir facilement dans les cellules qui vont étre transformées. Incuber
I’exogénote avec les bactéries dans un milieu propice d’électroporation et appliquer un
choc électrique aux bactéries ce qui entrainera des micros perforations au niveau de la
membrane et de la paroi des bactéries et les plasmides vont pouvoir entrer librement
dans les bactéries et a leurs conférer des propriétés. Les plasmides sont porteurs d’une

information génétique qui est d’intérét pour apporter une nouvelle propriété a ces

bactéries. Il suffit ensuite de cultiver les bactéries.
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Matériel et méthode

1. Matériel biologique

Dans cette étude nous avons utilisé des souches bactériennes du genre
Rhizobium et des souches bactériennes non rhizobiales issues du laboratoire de
biologie moléculaire et m, universités Constantinel. Nous avons également utilisé une

souche d’E.coli.

Tableau 01 : les souches utilisées dans le travail.

Souches Nom Source

R1 Rhizobium sullae A6

R2 Rhizobium sullae F Laboratoire BMC :

R3 Rhizobium leguminosarum | universités Constantinel
NR1 Non Rhizobium1

NR2 Non Rhizobium2

NR3 Non Rhizobium3

2. Milieux de culture utilisés

Les milieux de culture utilisés dans cette étude sont mentionnés dans (Annexel) :
YMB: (Yeast Mannitol Broth)

YMB CacCl2: (Yeast Mannitol Broth additinné + chlorure de calcium)

TY: (Tryptone Yeast)

YMA: (Yeast Mannitol Agar)

YMA CaCOa3: (Yeast Mannitol Agar additionné + carbonate de calcium)

YMA Calcufluor: (Yeast Mannitol Agar + Calcufluor)

TYA: (Tryptone Yeast Agar)

Solution nutritive de Farheus.
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3. Etude morphologique des souches bactériennes

3.1. Caractéres culturaux

Les caractéres culturaux des souches sont mis en évidence a partir des colonies

développées d’une culture 24 - 48h a 30° C sur milieu YMA.

3.2.  Examen microscopique

A partir des cultures obtenues dans le milieu YMA, nous avons preparé des
frottis pour la coloration de Gram. Les préparations sont étalées en couche mince,
séchee et fixeée.

Les étapes de coloration :

- Recouvrir le violet de gentiane, laisser agir 1 min.

- Verser sur la lame la solution lugol et laisser agir 30 secondes.

- Incliner la lame et laisser tomber goutte a goutte 1’alcool-acétone.
- Laver avec de I’eau distillée.

- Recolorer avec de la fuschine, laisser agir 1 min.

- Observer a immersion (Torche., 2006).
4. Conservation des souches

La méthode utilisée est la conservation sur YMA additionné de 3 g/l de CaCO3
comme agent neutralisant de 1’acidité. Le milieu est réparti dans des tubes a essai en
formant des géloses inclinées (Fig03). A partir d’une culture bactérienne en phase de
croissance exponentielle, des stries réguliéres sont effectuées sur la surface de la
gélose. Aprés incubation a 30°C pendant 3 jours, les tubes sont conservés a 4C au
réfrigérateur. Cette methode permet une conservation de 6 a 12 mois (Gharzouli.,
2006).
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Figure 03 : Conservation des souches dans le milieu YMA+CaCo3. (A été prise par
Rouabhi Ahlem)

5. Transformation bactérienne
5.1. Extraction de I’ADN plasmidique des souches rhizobiales

Le protocole utilisé est celui decrit par Charaoui —Boukerzaza (2011) :

- Ensemencer 2 ml du milieu YMB par les souches bactériennes rizobiales,
incuber 24-28h a 30 C.

- Centrifuger 1.5 ml de la culture pendant 2 min a 9000 rpm a température
ambiante.

- Jeter le surnagent, mettre le culot dans la glace 30 min.

- Resuspendre le culot dans 100 pl de la solution I froide et vortexer (5 mM
glucose, 10mM EDTA, 25mM Tris, PH=8).

- Ajouter 200 pl de solution II fraichement préparé (0,2 NaOH, 1% SDS).

- Mélanger délicatement en inversant doucement le tube 2 a 3 fois.

- Laisser le tube 3 min avant d’ajouter 150 pl de la solution Il froide (3M acétate
de potatium, PH=4,8).

- Mélanger délicatement en inversant doucement le tube 2 & 3 fois (un caillot
blanc d’ADN/ protéine/ SDS doit étre formé¢).

- Incuber les tubes sur la glace 20 min.
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- Centrifuger 10 min a 9000 rpm a température ambiante.

- Transférer délicatement le surnagent (400ul) dans un tube propre.

- Ajouter 1 ml d’éthanol 95%, et vortexer.

- Centrifuger 10 min a 9000 rpm a température ambiante.

- Eliminer le surnagent rapidement en retournant le tube (un culot est
généralement visible a cette étape).

- Laver le culot avec 500 pl d’éthanol 80%.

- Centrifuger 10 min a 9000 rpm a température en retournant le tube.

- Sécher le culot a I’air libre pendant 5 a 10 min.

- Ajouter 100 pl de I’eau physiologique stérile.
5.2. Transformation bactérienne par choc thermique

- Les souches bactériennes non rhizobiales et E.coli sont cultivées sur milieu
YMB additionné de mM CaCl; et incubés a 37 °C pendant 24 h

- 5 ul d’ADN plasmidique extrait est ajouté a 150 pl des souches bactériennes
compétentes.

- Placer dans la glace pendant 15 & 20 min, puis transférer rapidement dans
I’étuve a 42°C pendant 45 secondes pour provoquer un choc thermique. Puis
rapidement une autre fois 1 ou 2 min dans la glace. Ajouter 500 pl du milieu
YMB+CaCl2 (50 mM).

- Incuber a 37°C pendant 40 min. (Gharzouli, 2013).

5.3. Sélection des souches transformées

Apres incubation, 100 a 200 pl de la culture sont étalés sur le milieu
YMA+Calcofluor, et incubés a 37°C pendant 24h (Gharzouli, 2013). Le Calcofluor est
un colorant de la cellulose et des structures capsulaires. Il est fluorescent sous la

lumiére ultraviolette (UV).

Les colonies transformées seront fluorescentes et visqueuses, ce qui indique la

production des exopolysaccharides.
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6. Profil d’ADN plasmidique apres transformation

6.1. Extraction de I’ADN plasmidique des souches transformées

Le protocole d’extraction est celui utilisé pour les souches rhizobiales.

6.2. Electrophorése d’ADN plasmidique sur gel d’agarose

6.2.1. Préparation du gel d’agarose

6.2.2.

Mettre 1 g d’agarose, dans un Erlen Meyer de 250 ml, ajouter 100 ml de
tampon TBE 1X.

Faire fondre le mélange sur une plaque chauffante en arrétant de temps en
temps pour agiter. Le mélange doit étre parfaitement transparent, sans
particules d’agarose.

Refroidir, ajouter 10 pl de la solution de bromure d’éthedium (BET) 10 mg/ml.
Homogénéiser.

Couler le gel sans faire de bulles.

Placer la peine (veiller a ce que la base des dents soit a 1 mm du fond du
plateau), laisser polymériser.

Enlever la peine.

Le gel est prét pour le dépdt des échantillons.

Placer le plateau avec le gel dans la cuve d’électrophorese, ensuite remplir la
cuve de tampon TBE 1X de facon a ce que le gel soit immergé sous environ 1

mm de tampon.

Dépot des échantillons et migration électrophorétique

Dans un tube Eppendorf, mélanger 35 pl de la solution d’ADN et 10 pl du bleu
de bromophénol.

Remplir les puits avec 12 pl d’échantillons (ADN plasmidiquetbleu de
bromophénol) en faisant attention de ne pas dechirer le fond du gel avec la
pointe de la micropipette.

Fermer la cuve, brancher les fils et mettre sous tension.
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- Laisser migrer, 1h 30min a 80 V (la durée de migration est éminemment
variable selon que 1’on désire séparer de grands ou petits fragments).
- Récupérer le gel délicatement, le mettre sur la table UV, prendre une photo au

polaroid.
7. Test de nodulation

Le but de ce test est d’évaluer I’aptitude des souches transformées a provoquer
une nodulation et former des nodules sur les racines des légumineuses. Nous avons

utilisé la plante Iégumineuse du genre Hedysarum..

7.1. Stérilisation des graines

Les graines placées dans des tubes stériles, sont stérilisées a 1’éthanol 95%
pendant 5 & 10 secondes, puis a 1’acide sulfurique concentré pendant 3 min et enfin
rincées 10 fois a 1’eau distillée stérile. On les laisses gonfler pendant 2 heures apreés le

dernier ringage.
7.2. Germination des graines

Aprés stérilisation des graines, elles sont mises en germination sur les boites
TYA (Bringer., 1974) a I’obscurité total (enveloppées avec du papier aluminium) a

température ambiante pendant 3 a 7 jours, jusqu’a ’apparition des radicelles (Fig04).

Figure 04 : germination des graines sur milieu TYA. (A été prise par Rouabhi Ahlem)
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7.3. Préparation des plantules et inoculation

Apres germination des graines, les jeunes plantules sont transférées dans des
tubes a essai contenant 10 ml de milieu Fahraeus solidifié, a raison d’une plantule par

tube (Fig05). Chaque tube est inoculé par 1 ml des souches transformées.

Les tubes sont maintenus dans les conditions ambiantes du laboratoire durant toute la
période du test de nodulation. Apres 4 semaines, les plantes inoculées sont récoltés

pour évaluer la nodulation (Benhamed,.2010).

Figure 05 : dispositif utilisé dans test de nodulation. (A été prise par Rouabhi
Ahlem)
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Résultats et discussion

1. Etude morphologique des souches bactériennes

L’examen microscopique des souches donne des batonnets roses, Gram négatif

pour les rhizobia et les non rhizobia (Fig06).

La croissance des souches sur le milieu YMA, nous a permis de Vérifier la pureté
des souches ainsi que déterminer les caractéres morphologiques des souches. Les
souches de rhizobia utilisées dans cette étude ont une croissance rapide du fait que les
colonies apparaissent en 24 heures. On observe aussi des colonies lisses brillantes avec
une texture translucide et visqueuse due a la production abondantes des
exopolysaccahrides, contrairement aux souches non rhizobiales qui apparait moins

Visqueuses.

Rhizobium sur YMA Gram (-)

Non rhizobia sur YMA Gram (-)

Figure 06 : Etude morphologique.
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2. Transformation

La transformation est un type d’échange d’ADN entre bactéries, un transfert
actif d’ADN d’une bactérie donatrice a d’autre bactérie réceptrice dite en état de

compétence.

Aprés D’extraction de I’ADN plasmidique a partir les souches rhizobia et
I’induction de 1’état de compétence chez les souches non rhizobiales, nous avons

réalisé une transformation de ces derniéres.

La sélection des souches transformées est effectuée par la culture des souches
sur milieu YMA+Calcufluor. Le calcufluor est un colorant de la cellulose et des
structures capsulaires. Il est fluorescent sous la lumiere ultraviolet (UV), permet la
détection des souches productrices des exopolysaccharides et ainsi transformées.

Apres observation des boites dans une chambre noire et en utilisant une lampe UV,
nous avons pu sélectionner les souches transformées qui donnent sous les UV des

colonies fluorescent, lisses et visqueuses.

Les souches transformées sont (RINR1, RINR2, RINR3, R1E.coli, R2NR1, R2NR2,
R2NR3, R2E.coli, R3NR1, R3NR2, R3NR3, R3E.coli)

Y MA-calcofluor

Figure 07 : Souche transformée, sur YMA-+calcofluor et sur YMA
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La présence d’un plasmide de grande dimension ou mégaplasmide (Psym) est
une caractéristique intéressante dans toutes les souches. Le plasmide Psym posséde une
diversité importante de géne dont les genes de synthése d’exopolysaccharides (EPS)
qui interviennent dans la mise en place de la symbiose. Les polysaccharides
extracellulaires produits par les rhizobia sont essentiels pour 1’établissement d’une

fixation symbiotique d’azote avec les 1égumineuses (Chataigné G. 2007).
3. Profil d’ADN plasmidique

Aprés la transformation, nous avons fait 1’électrophorése d’ADN plasmidique

sur gel d’agarose pour Vérifier et confirmer de la transformation.

Les résultats obtenus montrent des profils plasmidiques des souches
transformées ressemblant aux profils plasmidiques rhizobiales ce qui confirme leur
transformation, 6 souches transformées ont donné les profils plasmidiques (R1INRL,
RINR2, R2NR1, R2NR2, R3NR2, R3NR3)
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Figure 08 : Profil plasmidique aprés transformation.

NR : Non rhizobium
R : Rhizobium
E.Coli : Esherichia.Coli

La transformation correspond a I’incorporation d’un ADN extracellulaire,
linéaire ou circulaire, que la bactérie a acquis dans son environnement proche
(Dubnau, 1999). Parmis les acteurs principale de ce transfert , les plasmides qui sont
I'un des «véhicules» les plus importants pour la communication bactérienne de
I'information génétique, facilitant I'évolution rapide et les capacités d'adaptation
observées chez les bactéries (Aminov, 2011). Ce sont des composants génétiques
importants pour la divergence et I'adaptation des populations microbiennes car elles
contribuent a la plasticité génomique. Ils sont utilisés pour manipuler et analyser les
micro-organismes par l'introduction, la modification ou I'élimination de genes cibles
(Frost et al., 2005, Sota et Top, 2008).

L’évidence du transfert latéral du Psym chez les populations du sol a été

démontrée entre les souches d’une méme espéce dans le cas de R.leguminosarum, entre
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deux especes différentes dans le cas R. leguminosarum et Sinorhizobium freddi, voire
méme entre des genres différents dans le cas R. leguminosarum et Enterobacter. Cette
instabilité plasmidique peut résulter a la perte ou au gain de la performance
symbiotique. (El-Hilali, 2006).

4 . Tests de nodulation

Pour évaluer I’aptitude des souches transformer a noduler les plantes
Iégumineuses, nous avons realisée un test de nodulation. Apres un mois la nodulation

est evaluée. Les résultas obtenus montre un echec total de la nodulation.

Figure 09 : Test de nodulation (absence des nodules racinaires).

La nodulation est considérée comme la premiére caractéristique de 1’association
symbiotique qui est strictement controlée par des mécanismes d’autorégulation interne
de la plante héte (Dhane Fitouri S., 2011).

Bien que les profils plasmidiques chez les rhizobiums puissent étre considérés
comme un caractere relativement stable, les souches peuvent perdre certains de leurs
caracteres en raison de la perte ou de la délétion partielle d'un plasmide (Djordjevic
,1982 ;Weaver.,1990).

Le plasmide PsymB de Sinorhizobium meliloti 1021, n'a pas les génes

symbiotiques directement impliqué dans la nodulation et la fixation de I'azote (Zahran,
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2017), néanmoins des mutations dans certains génes de ce plasmide abolir

complétement la fixation d'azote symbiotique (Finanet al., 2001).

L’acquisition de nouveaux geénes symbiotiques peuvent présenter un avantage
écologique du genre Rhizobium, probablement la capacité de nodulation de certaines
plantes. Cette instabilit¢é compromet I’utilisation des souches dans la production
commerciale des inoculums. Une utilisation de la symbiose fixatrice d’azote peut
diminuer 1’apport d’engrais azoté chimique nécessaire aux cultures tout en structurant
les sols en réalisant des cycles légumineuses/céréales performants ou tout simplement
une bactérisation (Ben Ahmed, 2010).
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Conclusion

Dans cette étude, nous avons essayée a faire un transfert plasmidique entre des
souches Rhizobials portant le plasmide symbiotique Psym et des souches non
Rhizobials.

Le Psym est un méga plasmide qui contient les groupes de genes responsables
a I'établissement de I'association symbiotique dont I'expression de ces génes c'est des
molécules signales qui provoquent la formation des nodules racinaires siege de la

fixation symbiotique de I'azote.

Nous avons commencé par une extraction plasmidique a partir des souches de
Rhizobium et aprés avoir induit I'état de compétence chez les souches non Rhizobials,

on les a transformées par choc thermique.

La sélection des souches transformées est réalisée sur milieu spécifiqgue YMA
+ calcufluor ou les colonies apparaissent fluorescente sous lumiére UV. Ceci est due a
la production des exopolysaccharides caractéristiques des Rhizobia et qui jouent un

réle important dans le développement des nodules.

Pour confirmer la transformation, une électrophorése sur gel d'agarose est
réalisée. Les profils plasmidique obtenus démontrent la présence des bandes chez les

souches transformées au méme niveau que les bandes des souches Rhizobials.

Un test de nodulation en conditions microbiologiques contrblées est réalisé
pour évaluer I'aptitude des souches transformées a provoquer une nodulation sur les
racines de les plantes légumineuses du genre Hedysarum. Les résultats obtenus

démontrent un échec total de la nodulation.

Ce travail est une contribution a la compréhension des mécanismes de
I'établissement d'une association symbiotiques entre les bactéries du sol et les racines
des plantes légumineuses , ainsi que on a voulu démontré qu'il peut y avoir une
transformation naturelle entre des bactéries du genre Rhizobia et les autres bacteries
du sol du fait qu'il y a dans littérature plusieurs travaux qui démontrent I'isolement des
bactéries non Rhizobials a partir des nodules racinaires de certaines plantes

Iégumineuses.
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Il est judicieux d'approfondir cette étude en I'améliorant par plusieurs points :

«Faire un profil plasmidique en présence d'un Kit (marqueurs de taille) pour confirmer
que le plasmide extrait c'est le méga plasmide Psym.

«Etudier les génes de la nodulation et contrdles les facteurs affectant la nodulation.
*Reéaliser un test de nodulation dans le sol

*Développer le role des EPS.
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Annexe 01

Composition du milieu YMB : (Yeast Mannitol broth) en g/l (Vincent, 1970)

Mannitol
K2HPO4

Mg SO4 7H20
NaCl

Extrait de levure
PH

Autoclavage

10g

0,59

0,29

0,19

0,59

6,8

120°C pendant 20min.

Composition du milieu YMA (Yeast Mannitol Agar) en g/l

YMB

Agar

PH

Autoclavage

Composition du milieu YMA+CaCo3
YMB.

Agar.

CaCos.

PH.

Autoclavage.

Composition du milieu YMB+CacCl2
YMB.

CaCl2.

PH.

Autoclavage.

500 ml

7,59

6,8

120°C pendant 20 min.

500ml

7,59

1,5¢

6,8

120°C pendant 20 min.

500ml

3,679

6,8

120°C pendant 20 min.

Composition du milieu TY (Tryptone Yeast) en g/l. (Beringer, 1947)

Tryptone.

Extrait de levure.
CaCI2 H20.

Eau distillée.
PH.

Autoclavage.

59

39

0,87g

1000ml

6,8

120°C pendant 20 min.
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Composition du milieu TYA (Tryptone Yeast Agar) en g/l

Tryptone. 2,59
Extrait de levure 1,5¢
CaCI2 H20. 0,435g
Eau distillée. 500ml
Agar. 7,50
PH. 6,8
Autoclavage. 120°C pendant 20 min.
Composition de la solution nutritive en g/l (Fahreus et all., 1957)
CaCl2. 0,109
Mg SO4 7H20. 0,129
KH2POA4. 0,109
Na2HPO4 2H20 0,15g
Citrate de fer 0,005¢
CaCo3 10g
Solution stock des oligoéléments 1ml
Agar 10g
Solution stock des oligoélements g/l

H3BO3 2,869
MnSO4 4H20 2.03g
ZnS04 5H20 0,229
CuS04 5H20 0,08g
Na2zMoO4 2H20 0,149
PH 6,8

Autoclavage 120°C pendant 20 min.



Annexe 02

Tableaux 02 : les principaux résultats du test de nodulation

Annexe

Plante / Nbre du pied Nbre de nodule
P1/NR1A6 1 0
P1/NR1A6 1 0
P1/NR1F 1 0
P1.NR1F 1 0
P1/NR1SAM 1 0
P1/NR1SAM 1 0
P2/NR2A6 1 0
P2/NR2A6 1 0
P2/NR2F 1 0
P2/NR2F 1 0
P2/NR2SAM 1 0
P2/NR2SAM 1 0
P3/NR3A6 1 0
P3/NR3A6 1 0
P3/NR3F 1 0
P3/NR3F 1 0
P3/NR3SAM 1 0
P3/NR3SAM 1 0




Résumé

Ce travail de recherche est une contribution a 1’é¢tude de réle du plasmide
symbiotique Psym dans 1’association symbiotique plante 1égumineuses- bactéries.
L’étude consiste a transformer des souches non rhizobiales par le plasmide extrait des
souches rhizobiales. La sélection des souches transformées est mise en évidence par la
culture sur le milieu YMA-+calcofluor. Un profil plasmidique est réalisé pour
confirmer la transformation. L’aptitude des souches transformées a noduler la plante
Iégumineuse du genre Hedysarum est évaluée par un test de nodulation.

Malgré que les profils plasmidiques montrent le transfert plasmidique, il y a eu un
échec de la nodulation.
Mots clé : Rhizobium, transformation bactérienne, plasmide symbiotique, nodulation.

Abstract

This research work is a contribution to the role study of the symbiotic plasmid
Psym in the symbiotic plant leguminous-bacteria association.The study consists in
transforming non-rhizobial strains by the plasmid extracted from the rhizobial strains.
The selection of the transformed strains is demonstrated by the culture on the
YMA-+calcofluor medium. A plasmid profil is made to confirm the transformation.
The ability of the transformed strains to nodulate the leguminous plant Hedysarum
coronarium is evaluated by a nodulation test.
Although the plasmid profiles show the plasmid transfer, there was a
failure of nodulation.
Key word : Rhizobium, bacterial transformation, symbiotic plasmid, nodulation.
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