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Introduction
A Déghelle do I3 Bosphdrs, by quuniid 'eonte dispenible ot Pun dex fasteurs

limitant majeurs de la croissance des plantes, Néanmoins, bien que ["atmosphére soit
composée de 78% de diazote, les plantes ne peuvenl pas Vutiliser pour survenir 4

leurs besoins.

L'utilisation de cette source d’azote est limitée & certains procaryoles

(Cyanobacteries, actinomycetes, bacténes) appelés diazotrophes.

La fixation de la 1"azote peut étre le fait des bactéries libres, cependant la fixation
symbiviigue represenie fa pius grande pari des appuiis §azoie du sol.

En effet, ]a reconnaissance de I'importance de la symbiose rhizobia-légumineuse a

jnnﬁ i »Ala Can 1Aamk1n r‘nmd ln deua! Annanaant da mAairrans 5] eriets nrnf)nr-fjﬂ'ﬂ
ll e LRI R, REERE A ul..f[.tuulvuu. AN BN RE W RN _yubv,uuw-.r u— !..r.l\.fuuvs LeFaY

agricole qui renforce I'utilisation de ressources naturelles écologiquement non

polluantes,

Le pois chiche (Cicer arietiium L.) est uné légumineuse capable d’établir une
mternotion symbiotique avee lea rhizobia. Cetic intcraction cst trés spécifigue,

mpliquant deux genres bactériens.

Le premier induit des gros nodules effectifs et le deuxiéme donne des petits

noduies non fixaieurs 4 azoie.

L objet de notre fravail est d’essayer une transformation in vitro afin de voir
r!ln c*-l-n. el AlA o,

aie b | car A ~ uli e s Mrran,
DI 1-Ul Lu-ll.ll: ‘l-\l'lL o Lo e ] ‘JJUI lJllul 5'\[“\JJ wr

physmlo;,;ques notamment I'inffectivité et I’effectivité des souches.

Notre atnide et suhdivicée en deny grandes nartiec © une }_1,1-_'1-;1‘3 thearigue et 1me

partie expérimentale.

Nous présentons dans la premiére partie des informations et des connaissances a
propos de I"azote et la symbiose entre les rhizobiums et la plante de lézuminsuse (le
pois chiche). La deuxiéme partié consiste 4 exiraire I’ADN plasmidique & partir des
souches inffectives et e iransférer 4 unme souche possédani un faibie pouvoir
d’inffectivite. Ensuite nous vérifions I'acquisition possible de certains caractéres par

la bactérie réceptrice.

—
b=t
R el
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I-Fixation biolegique de I"azote
11 Azoiz

L azote est un €lément essentiel pour toutes les formes de vie sur la planéte. La plos
grande partie de I’atmosphere, 78% en volume, est constituée d’azote (N> ou diazate) un gaz
incolore et inodore (Hopkins, 2003).11 représente prés de 4/5, sous forme minérale ou
organique dans les sols et la matiére vivante (Parent, 1999). Il est donc combing & la matiére
areaniaqie mais on le trovuve anssi 4 1°&tat mindral sons forme de NI—I}ﬁN(‘);" &t N

C’est I'élément constitutif des végétaux le plus important aprés le carbone, ¢’est un
constituant essentiel des protéines, des acides nucléiques, des hormones, de la chlorophyile et
d"une foule de composés priumaires ou secondaires des plantes (Hopkins, 2003), I est
¢galement un facteur ¢lé et limitant pour la production agricole (Parent, 1999): il favorise
I"utilisation des hydrates de carbone. stimule le développement et Iactivité racinaire, et
favorise ainsi I’absorption des autres €léments minéranx et la croissance des plantes (Bado,
2002),

La COonoCairaton TOGUisc Cn azolc poun Und oroissance optimalc dcs plantcs varic

entre2 et 5 % sur unc base de mariére séche (Parent, 1999), L'mmsuffisance ou la carence de cet

élément sont aussi néfastes que les excés (Parent, 1999 ; Tourte ef al., 2005),

1-2 Fixation biologique de I'azote :
La fixation biologique de N, est une activité microbienne aussi importante pour le
maintien de [a vie sur le globe terrestre que la photosynthése (Pelmont, 2005).
On appelle fixation biologique de I"azote le processus impliquant la transformation de

i e RN : o 2 o seweszd bueey T
1nz.uu.-‘. BALCLUA (IN) ) Ll auiiirgiiai Us (giieic

Ei"
=3
)
ol
a
—~
=l
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cu
=
L
=
gl

(Bogusz et Franche, 1985).

Les rares créatures terrestres capables d’absorber directement ’azote atmosphérigue sont
des bactéres.

Ces procaryotes fixateurs d'azote, remplissent wne fonction écologique irremplagable,
puisque jusqua la découverte des procédés de svnthése industrielle de I'ammoniac. ils étaient
les seuls capables a faire entrer I'azote dans les cycles biologigues (Davet, 1996).

Certains de ces microorganismes fixent I’azote en vivant a I"état libre, @ autres le font au

cours d"une symbiose (Pelmont, 2005).

—
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I-2-1 Fixateurs libres
Les bactéries libres fixatrices d’azote sont tres répandues. Elles habitent les sédiments
marins ainsi que ceux d’eau douce, les sols, les surfaces des feuilles ét des écorces (Hopkins,

2003),
g oot trda siavin

A e kg . e P ¥ -
L intensité de la fixaton de 'azote par Ies backirias libres ost trds variable selon le

ety

et les conditions climatiques. On les rencontre en conditions anaérobies ou microaérophiles,
mals aussi en conditions aérobies (Davet, 1996).

Les espeéces aérobies comme le genre Azorobacter, ont développé plusieurs mécanismes
pour protéger leur nitrogénase contre le dioxygéne. Ainsi elles métabolisent celui-ci trés
rapidement ce gui réduit au minimum la diffusion intracellulaire du gaz. Les espéces
anaérobies tel que Clostridium pasteurianum possédent la méme aptitude.

En plus des bactéries, plusicurs genres de cyanobactéries comprennent des espéces
fixatrices d’azote. Leur nitrogénase est enfermée dans un NEIErocyste, une swructure celiuiaire
specialisée qui fournit les conditions anaérobies nécessaire a la fixation de [*azote (Tortora ef
al-; 2003).

Tq quantité totale d’azote fixé par les bactéries libies représente environ 50 millions de

tonnes chaque année (Davet, 1996).

1-2-2 Fizatenrs symbiotiques

La fixation de 1’azote par des bactéries symbiotiques introduit chaque année dans les
cycles biologiques 120 millions de tonnes, soit plus du double de I"apport dii aux bactéries
libres. La plupart des especes économiquement importantes, telles que les bactéries du
Rhizobium, vivent au sein de nodosités spécialisées sur les racines de légumineuses. La
formation de ces nodosités exige une relation génétique intime entre les bactéries et la plante.

Les plantes de la famille des légumineuses vivent en association étroite avec des bactéries
fixaitices d'azoie apparienani au genre Kiizobimm (Davel, 1 996}.

Plus de 200 espéces appartenant 4 d’autres familles que les [égumineuses vivent aussi en
association symbiotique avec des bactéries fixatrices d'azote (Frontier er af., 2004); ce sont

des actinomycétes qui §’associent avec ces derniéres (Hopkins, 2003),

FJ—-
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Chapitre [ B Etude bibliographique

I-3 Mécanisme enzymatique : Nitrogénase
1-3-1 Structure

La nitrogénase est une enzyme trés conservée tant au nivean biochimique ou génétigue.
L'enzyme a ét¢ purifiée & partir de fixateurs libres, Toutes fois des préparations ont &t

obtenues 4 partir de bactéroides isolées de nodosités des légumineuses.

La nitrogénase est un complexe enzymatique formé de deux métalloprotéines qui sont

souvent appelées Protéine | et Protéine II.

Protéine [ ou nitrogénase ; un hétérotétramere de type a2B2 sa masse moléculaire est de
245 KDg; il contient un cofacteur 4 fer et a molybdéne, au niveau duquel 'azote moléculaire
est réduif en ammoniague.

Protéine 11 ou réductase : un homodimére sa masse moléculaire est de 64 KDa: il transfére
les €lectrons 4 la protéine I (Frangois et Gaudry, 1997 ; Howard et Rees, 2000) (Fig 01).

Le transfert des €lectrons de la réductase a la nitrogénase est couplé a I'hydrolyse de
I"ATP par la réductase (site web n°01).

Efectrons de Ia
ferrgdoxire réduaita

NitregSnass
{Proteine MeFe)
m H,

Figure 01 : Structure de la nitrogénase, (Broughton et al., 2000) |

1-3-2 Fonction et régulation

La fixation de N; dans les nodules des légumineuses suit I’équation générale :
Ny+ 8H" +8 - + 16 ATP —» 2NH; +Hs+16 ADP+ 16Pi
Le mécanisme réactionnel de la nitrogénase met en jeu une interaction complexe entre la
protéine I et II. La protéine 1 jous le rdle de transporfeur d’€lectrons spéeifiques a la réaction.
Le donneur d*électrons physiologique est une ferrédoxine (Frangois et Gaudry, 1997).

[ ]
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Chapitre [ B Etude bibliographique

La Fe-protéine est réduite par la ferrédoxine, et c’est cette Fe-protéine réduite qui
transfére les électrons & la Mo-Fe-protéine qui catalyse & la fois la réduction du diazote
gazeux et la production d’hydrogéne (Hopkins, 2003) Deux moléoules d’ATP sont
hydrolysees par pair d’électrons transférés, de sorte que 8 cycles sont nécessaires 4 la

réduction compléte du substrat et la production d’hydrogéne (Fig 02).

NMITROGENASE JNITHOGENASE
ONE 3 A

2ADE

Figure 02 : Mécanisme moléculaire de la réduction de I"azote en ammoniaque (Sprent, 1984)

I1- Apercu général sur la symbiose
[1-1 Généralités :

Les associations symbiotiques ont souvent fait 1’objet de nombreux travaux, La nature

double de ces associations n’a ét¢ comprise que frés progressivement. En 1877 allemand

Frank proposa le terme « symbiotismus » pour designer la coexistence réguliere de deux
organismes différents. En 1879, De Bary, qui avaif cerfainement en des contacts avec Frank,

introduit le terme de « symbiosis » (du grec sun.avec, et bios,vie) pour designer 1'association,

Dans sa définition d’origine, De Bary entendait par symbiose ; la vie €n commun

d’organismes de noms différents- et done, d’origines systématiques distinctes (Selose, 2009).

II est aujourd’hui commun de dire que les symbioses sont sources de diversité ot
d’adaptation. De nombreux exemples de symbioses existent dans le monde du vivant © elles
prennent des formes trés diversifiées (Chataigné, 2007),

s )
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Tei v s iiesse & uie ussuciativn symbivtiyue paiiculitie. t syinbivse Tiaginice uasvie,
dont I'exemple le plus étudié est la symbiose Rhizobium-Légumineuses car il concerne
beaucoup d’especes d’intérét agronomique.

Le processus d'une symbiose fixatrice d*azote se traduit par la capacité des rhizobiurs &
induire la formation de nodosités au niveau des racines ou des tiges d’'une plante hote
I‘mrﬁrv:nlh‘:rp

La présence de nodosités chez les légumineuses était historiquement bien connue, mais
leur origine était controversée. En 1887, Hellriegl et Wifarth ont montré que la fixation de
"azote est associcée avec la nodulation des racines des légumineuses. La premiére preuve que
les bactéries sont a "origine de la formation des nodosités chez les légumineuses a été fournie
par Beyerinck en 1890,

En fait, la formation de nodosités survient quand les rhizobiums ; parienaire bactérien ou
symbionte, pénétrent leurs hétes d”une maniere strictement coordonnée et contrdlée (El-hilali,
2006},

Chez Jes Iégumineuses, le symbionte est une bactérie appartenant a |’un des trois genres :
Rhizabiwm, Bradyrhizobium, ou 4zorhizobin (Davet, 1996).

Dans Ja relation symbiotique Rhizobuim/plante hote, deux eritéres sont & prendre en

compte .
1) Infectivité : aptitude 4 noduler.
2) Effectivité ; aptitude a fixer I'azote atmosphérique en symbiose.
Ces deux criteres peuvent éire appréciés du point de vue de la bactérie ou de ia piante héte
et sous I’influence des conditions environnementales (Duhoux et Nicole, 2004),
Seion la position relative des parictiauss, ou patiera d'endo- ou ccio-syinbiose. Si e
symbiote se trouve a l'extérieur de 1'hdte, on parle d’ecto-symbiose ; sinon, on parle
d’endosymbiose. L’endosymbiose peut étre intra- on extracellulaire (Broughton ef al., 2000),

I1-2 Mécanisnies ef spécificité de la reconnaissance symbiotique

La symbiose légumineuse/rhizobium est le résultat d'une interaction hautement spécifique
entre la plante et la bacterie.
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L'établissement et le fonctionnement de la symbiose sont sous le contrdle génétique des
deux partenaires. La reconnaissance entre les deux symbiotes est rendue possible par des
¢changes de signaux moléeulaires (Chataigne, 2007).

Les interactions entre les légumincuses et les rhizobiums se produisent dans la
rhizosphére. La plante dtam por 98finition immobile, slls doit attendrs gue les Rhizobia
entrent dans sa rhizosphére. Toutefois la mobilité de la bactérie el le chemotactisme ne jonent
qu’un rble restreint dans Ja reconnaissance (Fellay ef al., 1995). Dans ce contexte il apparaif
difficile que les deux partenaires se rencontrent.

Clest sans compter sur le fait que la plante exsude dans son proche environnement une
grande diversité de nufriments qui, par leur nature (source de carbone, d’azote, etc...). attirent
4 elle des microorganismes symbiotiques et pathogenes (Barbour et al., 1991). Cela conduit 2
"existénce d’une grande population microbienne autour de la racine.

Dautres composés mouves dans les exsudars racinaires exercent des pressions séiecrives
sur la communauté microbienne (El-hilali, 2006), Pour réaliser une sélection darns cetie flore,
la plante sécrete en continu des flavonoides. Lorsqu'un R/uzobium compatible pénétre dans sa
rhizosphére, la concentration en favonoide augiente.

Ces flavonoides exsudés par les racines de la plante vont ¢gdlement induire la transcription

e e wainna -

deg aénee de la nodulatin o gqui cadent pour la production de facteurs Naod. Ces comnosés sont
libérés dans la rhizosphére et pergus en retour par le végétal (Fig 03). Les facteurs Nod sont l¢
point de départ d’une communication indispensable a la mise en place spécifique de la
symbiose fixatrice d’azote, ils sont impliqués dans les stades les plus précoces de la
Teconnaissance entre les deux partenair.es. Une fois reconnus, ces facteurs Nod vont avoir une
activité a distance au niveau de la plante ; ils induisent une série de modifications chez celles-

¢i (Chataigné, 2007).
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Rhizobinm

Induction des
genes od \
Facteurs Nod

/ e 5

N S NN

L
=
u

Racine
inait Récepieur gcepleurs
Exsudats racinaires Rece'ptem ?@nt ?ec;n_e
(flavonoides) snécifiaue .
Synthese de nodulines

Figure 03 : Echanges de signaux chimiques entre rhizobium gt racine de léguminense (Pelmont, 1992),

11-3 Echanges entre les deux partenaires :

La symbiose rhizobium/légumineuse est un processus indispensable 4 la plante pour
acquerir "azote sous forme réduit, mais aussi au rhizobium pour obtenir les mitriments
nécessaires a leur développement. La plante fournit aux bactéries une niche dans laquelle elles
peuvent se multiplier abondamment, et des composés carbonés issus de la photosynthése
(Gough, 2009), celles-ci captent ["azote de I"air et le donnent a son héte (Raven ef af, 2000),

Les bactéroides sont hétérotrophes pour le carbone. Le saccharose, apporté par le phloéme
est transformé par les cellules non infectées en diacide 4 quatre carbones qui alimentent le
catabolisme des bactéroides des cellules infectées, et fournissent ’énergie et les électrons
nécessalres 4 la réaction que catalyse la nitrogénase, et qui réduit I"azote atmosphérique en

azote ammonical utilisable par les cellules (Selose, 2009),

La production de la nitrogénase est un facteur important dans ’efficacité de la fixation
symbiotique de I'azote (Gage, 2004). Cette enzyme &tant instable en présence d’oxygéne

[ﬂ“
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libre ; sa biosynthése est d ailleurs inhibée par I"oxygéne. Dans les nodosités, la teneur en
oxygene doit étre 4 la fois compatible avec la respiration du bactéroide et 'activité de la
nitrogénase.

La leghémoglobine, protéine de coloration rouge (présence de fer) et présenfant de

L7¢]

similitudes avec les hémeglebines onimalas, permet aux Rhizokingn de maintenis un taux
faible mais constant d'oxygéne dans le nodule. Elle permet ainsi d'éviter I'inactivation de 1a
nitrogénase qui est sensible a l'oxygéne fout en assurant l'apport d'0: indispensable 4 ces
bactéries acrobies (Selose, 2009). On a longtemps cru que cette protéine était synthétisée par
la bactérie: mais maintenant, la biosynthése par la plante a 6&té démontrée. La
leghémoglobiline qui est done un produit du végétal, est I'une des nombreuses protéines gue
la plante ne synthétise que dans la nodosité, en présence des bactéries, et qu’on surnomme
collectivement les « noduline ». La fixation de 1’azote est un processus riche d*énergie (Gage,
2004), ies nodosités consomment de 13% & 30% des produits de ia phorosynthése. Pour
fabriquer 1 mg de matiére séche, une légamineuse doif fixer 810mg de carbone contre 510 mg
pour une espece sans nodosités ; la fixation d'un gramme d’azote « coute» 12 a 17 g de
saccharose.

La prolection contre I"oxygéne et I"apport de I’énergie nécessaire 4 la fixation complétent
denc la capacite deg bacténies 4 produirs la nitrogénase, illustrant bien la coonération entre las
partenaires pour la réalisation d’une fonction commune. Les rhizobiacées libres dans le sol ne
fixent en effel pratiquement jamais "azote, faute de trouver ces conditions réunies (Selose.

2009).

ITI- Etablissement de symbiose rhizobienne
[ii-1 Famiiies des planies iidies

Les légumineuses (littéralement : 1égume dont le fruit est une gousse) repr‘és;entent /12

e Y

dos plagies @ flows, suil plus de 18 000 cspboes conuues {Waligora,

-
o

{(108). Elles
appartiennent & la famille de fabacées (terme utilisé dans le systéme de 'clas.siﬁ.cat-i'on avant
[960). Cette famille comprend des plantes herbacées annuelles que des planfes ligneuses ; elle
colonise aussi bien les régions tropicales que les régions tempérées ou arctiques du globe

terrestre.

[ =)
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Les Iégumineuses presentent I"énorme avantage par apport aux autres plantes de pouvoir

s'associer avec des bactéries de sol communément appelées rhizobiums.

Leur intérét agronomique provient en premier lien de leur aptitude 4 la fixation symbiotique
de l'azote. Cette fixation leur permet de produire en abondance des protéines végétales ce qui
constitue une source trés importante dans I'alimentation humaine et animale.

Les légumineuses sont cultivées aussi pour rompre les successions céréalicres
préjudiciables aux rendements et aux productions & travers les assolemernits (Masson et

Gintzburger, 2000).
IT-1-1 Légumineuse étudiée ** pois chiche**

Le pois chiche est probablement originaire du Proche-Orient (Sud-Est de la Turquie,
Syrie) ol trois espéces annuelles sauvages de pois chiches existent encore dans cette région.

Les pois chiches sont connus et mentionnés depuis I'Antiquité, sous le nom d* halluru
(3 000 ans avant JC) comme source alimentaire en Mésopotarmie. En langue arabe il est

e hollepe

Le nom latin du genre pois chiche est cicer dénivé du grec antique kickere des populations
du Nord de la Gréce. Cette racine se retrouve aujourd'hui dans le frangais pois chiche, dans
litalien cece, dans lallemand Kichererbse, dans I'anglais chickpea, dans le néerlandais
kikkerwert ou méme dans le berbére ikiker. En revanche son nom espagnol garbanzo qui n'est
ni d'origine arabe, ni d'origine latine, est peut-2tre l'indice d'une introduction encore plus

anclenne.

Le nom specifique arietinum fait référence 3 la forme de la graine en téte de bélier (aries)

flanquée de ses cornes (site web n® 02) (Fig 04),

Figure 04:La plante de pois chiche (Site web n° 02). |

10 |
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ifi-Z Rhizobiums
1-2-1Définition :

Les rhizobiums sont des microorganismes capables de provoquer Iz formation de
nodosités fixatrices d’azote atmosphérique sur les racines de la famille de légumineuses,
¢ sont capablec de former deg nodosités  cur les tiges de cartaines

Certaing rhizobinm

légumineuses (Sesbania) (Traore, 1991).
T-2-2Taxonomie

La taxonomie a pour but de rassembler des organismes partageant des caractéristiques
communes en groupes ou taxons bien délimités. Les groupes sout définis selon frois études,
I"identification, la nomenclature et la classification. La premiére nécessite ['isolement de la
hactérie, sa caractérisation par des analyses phénotypiques et moléculaires universelles et la
LOIPAADLL G55 CABIcEs a Coua Ush batidiics Coiucs, La deuaiding Consisie & donnet ui
nom spécifique a la bactérie identifige selon le Code International de Nomenclature
Bactérienne, qui comporte le nom du genre et de ’espéce. Tout genre doit &tre représenté par
une espece type et toute espéce doit étre représentée par une souche type (Vandamme er al.,
1996 ; Zakhia et de Lajeudi, 2006).

I a taxonomie des rhizalinm a taninme aihi des révision et de¢ chancemani< avae 1

progrés et I’évolution des méthodes d’identification utilisées (Zakia et de Lajudie, 2001).
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Tableau I: la classification des Rhizobiums. (El-Hilali, 2006)

Genres  Espéces

Allorhizobium
A undicola
Azorhizobium
A. eaidinodans
Bradyrhizobim
Br. japonicum
Br. elkanii
Br. liaoningensis
Br. Yuanmingense
Br. betae
Br. canariense
Mesorhizobim
M. loti
M. huakidi
M ciceri
M. tianshanense
M. mediterraneum
M. phurifarium
M amorphae
M. chacoense
M. sespiejiirionale
M. temperatum
Rhizobium
R leguminasarum
biavar viciae
biovar trifolii

biovar phaseoli

Plantes hotes

Neptunia natans

Sesbania rostrata

Glycine max
Glycine max
Glycine max
Lespedeza

Betae vulgaris

Lotws, Cicer, Anthyllis Astragalus, efc.
Astragalus sinicus

Creer arientinum

Glyeyrrhiza pallidiflora

Cicer arientinum

Acacia, Chamaecrista, Leucaena, Prosopis,

Amorpha fruticosa
Prosopis alba
Astragalus udswgens

Astragalus adsurgens

Piswm, viciae, Lens, Lathyrus
Trifolium pratense

Phaseolus vidgaris

12
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R.galegae Gulega, Leucaena
biovar officinalis
biovar orientalis

Aooe T

K. ropictyype lld er i Phaseofus, Medicago, Miacropiiiieum,ere.,

R, etli Phaseolus,
biovar minosae Mimosa affinis
R. gallicum Phaseolus vulgaris
biovar phaseolf
biovar ga/licum
R. giardinii Phaseolus vulgaris
biovar phaseoli
biovar giardinii
R fraingiiciisis Desmiodiam sinualian, Certrosenia, eie,
K. hucutlense Neshania herbacea
R. mongolense Medicago ruthenica, Phaseolus
R. yanglingense -

‘ Fieus benjamina
R. larrymoarei
Tndigofera spp.

Hedysarum

R. indigoferae

R. sullae
Astrgalus. Lespedeza
R loessense

Sinorhizobium
Medicago, Melilotus, Frigonella

S malilan

S. fredii
. ) Glyeine; Vignia, Cajanus
biovar fredii 4 &n o
biovar siensis
Acacia, Prosopis, Neptunia, Leucaena
8. saheli 4 P
S. terangae
Acacia
biovar acaciac
Seshania

biovar sesbania
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S. medicae

S. arboris

S. kostiense

S. xingianense
8. morelense

S kummerowiae

S, americanum

Medicago truncatula, Melilotus
Acacrta, Prosopis

Acacia, Prosopis

Giyeine max

Lencaena leucocephala
Kummerowiae stipulaceae

Acacia
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113-2-3 Caracigres geuéraux ;

Les différents caractéres des Rhizobjums sont résumeés dans le tableau suivant :

Tablean I : Caractéres des Rhizobiums

Caractéres Particularité
Caracteres Forme : Batonnets, Gram négatif, non sporulants
morphologiques

Mobilité : mobile (1a forme végétative) (Gharzouii, 2006)

Caractéres culturanx

Croissance rapide de 2 4 3 jours
Croissance lente de 3 & 5 jours (Bradyrhizobium)

Sur milieu YMA, des colonies circulaires, blanches, opaques ou
laiteuses, translucide parfois brillantes (Somasegaran et Hoben,
1994 : Vincent, 1970)

Caractéres biogchimiques

Chimio- organotrophe ( Torche, 2006).

Les rhizabiums a croissance rapice croissent dans Ie glucose,
mannttol ou saccharose.

Les rhizobiums & croissance lente préférent le pentose
(Gharzouli. 2006),

Caracteres physiologiques

Aerobie ou aérophile (Gharzouli, 2006).
La température optimale de croissance est entre 25 et 30°C.

Le pH optimum est de 6.8-7 avec une folérance identique &
I"alcalimité et différente a I'acidité (Somasegaran et Hoben,
1994 ; Beck ef al., 1993).

Caractéres génétiques

ADN génomique caractérisé par des séquences répétitives
{Laranjo or gl 2002 ; Gharzouli) 2005)

A

ADN plasmidique comporte les génes symbiotiques, les génes
de nodulation et les génes de fixation de "azote (Silva et al,
2003).

15}
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II1-3 Nodulation
111-3-1¥Frocessus de nodulation :

Certaines conditions requises avant la mise en place de la symbiose, & savoir une faible
igneur en azvic du sol el une pholosynibése @elive powr assurer ung sowce sufiisanic
d*énergie (Kondorosi et Kondorosi, 2000) (Fig 05).

Le développement du nodule est un processus complexe impliquant la différenciation de
plusieurs types de cellules spécialisées comme résultat d’une série d’échanges de signaux
entre la plante et les partenaires microbiens. L. organogenese des nodosités, depuis I’ infection
jusan’an dévelappement . est auiourd hii parfaitement hien conmie (Madigan et Martink,

2007). Les étapes sont

111-3-1-1 Pré-échange de signal d"infection ;

L ¢tape de rencontre entre la plante et la bactérie s7effectué an niveau de la rhizosphére
{(Savka el al., 2002).

L’interaction entre ces deux partenaires se fait par intermédiaite der eignaux shimiquer
(site web n® 03). En condition de carence azoté, le plante produit des flavonoides (molécules
signalj au niveau de lew tacing, une fois & signal est pergu par &5 thizobiums i induit
I"expression de génes nod codant pour les enzymes de synthése deé factenr Nod (Dénarié,
2000).

L invasion et la formation des noduies sont le résultal d’un échange de signaux chimiques
(Pelmont, 1995) qui est programmeé par la plante et déclenché par les bactéries (site web n®
03)

I11-3-1-2 Recennaissance et aftachement ;

Les bacténes s’attachent aux racines de la planfe par |‘mtermeédiaire d'une molecule
d’adhésion specifique localisé a la surface de cellules (la rhicadhésine) (Perry ef af., 2004),
qui est une proféine affine pour le calcium et opére en se fixant sur des complexes calcique 4
la surface de poils absorbants. (Brewin er al., 1992 ; Madigan et Martink, 2007).

Des léctines qui sont des glycoprotéines végétales, ainsi que des récepteurs spécifiques
présents au niveau de la paroi des cellules végétales sont également impliquées dans

I"adhésion. Ces récepteurs ont la particularité de reconnaitre et de se lier spécifiquement avec
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différents glucides, elles paraissent et reconnaient des polysaccharides complexes localisé a la

surface des bactéries (Hopkins, 2003).
[11-3-1-3 La formation de nodulines précace

Les bactéries migrent vers I'extrémité de poils absorbant, 87y fixent et libérent & leur four
des hormaones (acides gibbérelliques et indole-acétique) qui assouplissent la paroi cellulaire
(Dupux et Nougier, 2005) et provoquent I’ incurvation de 'extrémité des poils absorbants en
crochet caractéristique ainsi que la formation de pré nodules par stimulation de la mitose des
cellules corticales. A' ce stade un deuxiéme message est envoyé aux racines des légumineuses

el deux soluitons se presenient .

*¥so1t des racines reconnaissent le message, se moditfient et provoquent une stimulation de la

croissance : noduies fonctianneiies.
**s0it rien ne se passe, les prés nodules restent non fonctionnel (site web n° 03).

I 3 | 4 Revourbement dey poils absorbants ct 1a formation deé cordon d infecfiou

sdulation, Ja bactéric doit waverer Tn parsi de la cellule hate de
fagon a entrer dans I"espace situé entre la paroi et le plasmalemme (Hopkin, 2003).

L’infection a lieu par les jeunes poils absorbants de la racine. Dés la reconnaissance du
Rhizobium $pécifique, des modifications structurales apparaissent dans les toufes premidres
heures de I'infection. I1 s’agit de plusieurs paramétres eviophysiologiques du poil absorbant :
dépolarisations membranaires. modification de concentrations du Ca®* intracellulaire.
augmentation de pH et fragmentation de I'actine (Duhoux et Nicole, 2004).

Les cellules de Rhizobium sont piégées dans une poche formée par la paroi des erochets.
La membrane plasmique forme une invagination dans laquelie pénétrent des bactéries.
Simultanément, la plante sécréte une gaine cellulosique autour des bactéries et forment ainsi
an canal infectieux qui se dirige vers un pré-nodule. Les LPS (lipopolysaccharides)
de Rhizabium joueraient un role lors de la formation du canal, Celui-ci libére finalement les
bactéries dans le c_vto_plasme des cellules corticales. Celles-ci se divisent alors pour constituer
une nodosits vascularieés dane laguelle los bacilles ge différencient irrdvercihlement en

bactéroides en endosymbiose. Ces. demiers, de forme irréguliére, ont un volume supérieur a

celui des formes libres. Ils ne se divisent plus st ne synthétisent plus de protéines Nod. En
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revanche, les bacteéroides se concentrent dans la production de nitrogénases indispensables &

la fixation de I'azote moléculaire (site web n° 03).

11-3-1-5 Développement du nodule ef libération des bactéries

Le stade final du processus infectieux est atteint lorsque les bactéries sont déversées dans
la cellule hote .Les rhizobiums se libérent du filament & infection et pénétrent dans des
enveloppes dénivées de la membrane plasmique de la cellule héte [Is se développent en
cellules specialisées dans la fixation d’azote, nommées bactéroides. Les bactéroides restent
entourés d’une membrane, nommée membrane péribactéroidienne. La différenciation en
bacteroides est marquee par de nombreuses modification metaboliques comprenant la
synthese d’enzymes et d’autres factéur dont I"organisme a besoin pour accomplir sa tiche
principale: 1a fixation d*azote (Hopkin, 2003).

L’endocytose est probablement la conséquence d’interactions physiques eéntre
lipopolysaccharides sur la surface des baciéries et des composés glycoprotéiques et
glycoliptdiques sur la surfece de o membrene cellulaire de la plante La prolifdration des
hactéroides enfermes dans leur membrane ¢t des cellules corticales de la facine produit des

excroissances tumorales appelées nodules ou nodosité (Davet, 1996 ; Raven ef al.; 2000),

Le nombre de nodules et leur masse sont contrdlés par la plante en fonction des conditions

environnementales et de son état physiologique (Duhoux et Nicole, 2004).
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Figure 05 : Développement des nodules sur les racines dans un cas de symbiose entre Rhizobiuni et

une plante (Perry er al., 2004),
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111-4 La structure morphologique des nodules

Les nodosités (encore appelées « nodules », mais ¢’est un anglicisme) sont des petites
boules rosdtres de 1 4 10 mm, situées latéralement & la surface de a racine. Généralement
souterraines, les nodosités apparaissent dans de rares cas sur la tige, comme chez la

Iégumineuse tropicale Seshania rostrata.

En coupe, la nodosité montre un cortex subérifié et épais, des faisceaux cribro-vasculaires

periphériques et une zone médullaire rosdue ou "on distingue au mois quatre zones (Fig 06).

Faisceaux cribro-vasculaires

Zana médullaire  Coriex

f ; 1 mm
g m W —-—

Figure 06 : Coupe d"une nodosité (Selose, 2009).

En microscopie €lectronique, la zone I montre de nombreuses mitoses : ¢’est une zone
méristématique, dépourvue de bactéroides. Les cellules de la zone II acquidrent
progressivement des bactéroides : ¢’est une zone d’infection, ou les cellules se différencient
en augmentant leur volume et en se polyploidisant (réplications multiples de I"ADN, sans
division cellulaire). Les cellules de la zone IIL zone physiologiquement active, apparaissent
colonisées par de nombreux corps, les bactéroides. limités par leur propre enveloppe et par
une membrane supplémentaire, dite membrane péribactéroide ou membrane de séquestration
Les cellules infectées (bactéroides) meurent ensuite dans ia zone IV : c'est la zone de

sénescence de la nodosité (Selose, 2009).

IT1-5 La génétique de la nodulation
II-5-1 Chez les rhizobiums
Les génes qui participent aux interactions symbiotiques sont généralement localisés dans
un grand plasmide chez les espéces de thizebiums et dans le chromosome des souches de

bradyrhizobiums (Raven ef af, 2000). De nombreux génes bactériens interviennent dans la
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nodulation de la plante (génes nod) ¢t dans le fonctionnement du nodule avec tous les génes
impliqueés dans la fixation de ’azote (génes nif et fix) (Werner, 1992). Les génes nod sont
regroupés dans la méme région, au contraire les génes nif et les génes fix sont regroupés dans
5 régions distinetes,

TE.5-1-1 Lee pénes nod

Les genes nod sont les génes de symbiose les plus spécifiques pour le microsyvmbiont,

permettant la communication avec la plante hdte pour former les nodules.

* Les génes nod D
Les genes nod D ont été suggérés jouer un role dans la spécificité de ’hdte. T existe 3
copies des genes nod D (nod D1, nod D2, nod D3) ce qui constitue un avamntage pour

I’augmentation de I’interaction avec la plante hdte (Lucinda et Sharon, 1998).

1 e odnes nod 1D sont activés nar deg différents flavanotdesz of flavone es, les protéines

< géne ont ac par de og
Nod D activent I"expression des genes de nodulation du Rhizehinm, en se fixant sur leurs

promoteurs spécifique appelé "nod box" (Pelmont, 1995 : Debellé & al., 2001).

“*Les génes nod ABC

Appelés aussi les génes communs présents chez tous les rhizobia, sont des génes
interchangeables, nécessaires pour la formation du "curling" et pour déclancher une série de
divisions des cellules végétales (Sharma er al., 1993 ; Gage,2004).

parn mamac andnmt ar nhaAnaties 1-.‘1)&{ {lesibaﬂtu 3z e nu:-r‘_‘ A’h{-

afn tvaufn
AL L

85 muthtionsan mivesn de cdf Z3n%s codlintaw phénotype
pas a déclencher la formation d'un nodule) (Sharma et af,, 1993).
*NodC code pour une protéine qui s'incorpore sur la membrane de la surface bactérienne et
peut infervenir dans le déplacement de la bactérie vers la plante.
*NodA et nodB peuvent produire des composants & faible poids moléculaire favorisant la
croissance des plantes. en stimulant la division cellulaire (Richter. 1993 : Trevaskis ef' al.,
2002).

*L g pines sad O

Le géne nod O n'est pas localisé sur le plasmide Sym, il code pour une protéine secrétée par
la souche de Rhizobium leguminosarum biovar viciae qui joue un role dans la signalisation
durant la nodulation des légumineuses et la détermination de la spéeificité de I'hdte. Elle est
¢galement essentielie pour la synthése d'autres facteurs de nodulation (Wemer, 1992 : Finnie
et al., 1997 ; Gage, 2004).
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IT1-5-1-2 Les génes nif

Les bactéries fixatrices d’azote possedent umne vingtaine de génes myf qui contrdle la
synthése dit complexe enzymatique nitrogénase.

Les génes sifHDK qui codent les composants de cétte enzyme sont présents chez tous les

AZOtE vamineés 4 ce jour,

Les génes nif, nifD ¢t nifK, codeni pour les deux sous-unités de la protéine MoFe: La
protéine Fe est codée par le géne nifH.

Dautres pénes nif sont impligués dans I'activation et 'assemblage du complexe
enzymatique (Hopkins, 2003 ; Pelniont, 1995).
La régulation de I"expression de [a nitrogénase fait intervenir au niveau transcriptionnel

d’autres génes ri/ de I"opéron (nifA et nifl.) (Saoudi, 2008).

Les genes fiv ne sont présents que chez les fixateurs symbiotiques et sont impliqués aux
étapes de développement tardives de nodule lors de la fixation symbiotique de I'azote
(I1opkins, 2003). Les géncs fixMNOQT codent pour un cytochronie vaydase, fGHIS code oLt
la pompe cationiques, /ixABCX cade pour une flavoprotein, qui sont tous nécessaires pour la
fixation de I'azote. Dans |"environnement des nodules racinaire, I'oxvdase offre 1'énérgie

nécessaire, alors que la flavoprotein dirige le flux d'électrons 4 l'oxydase (Crossman, 2004),

11i-5-Z Chez ia piante

Chez la plante des génes spécifiques codent les protéines de fypes nodulines dont les unes
participent & la formatiov des nodosités, les autres ne s’expriment quaprés la formation du
nodule ; c’est le cas du géne de la globine de leghémoglobine ou encore des enzymes
intervenant dans la synthése des phytohormones, des acides aminés et des acides organiques
(Dupux ¢t Nougier, 2005), Ces nodulines sont cpddes nar deg gdnec wod localicés danc le

génome de la plante hote (Hopkins, 2003).

IT1-6 Facteurs influencant la nodulation
Les bactéries du genre Rhuzobium montrent, en général, une faible persistance dans les
suls, ve yui peui enbiaing wne nodulaiion insaiisfaisanic des igwuinsuses oi une 1éduciivn

conséquente de leur productivité (Evans e/ a/., 1993 b). Le facteur susceptible d'entraver la
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fixation d'azote n'est généralement pas I'absence de souches bactériennes efficientes, mais un

ou plusienrs facteurs écologiques qui en limitent les potentialités (Alexander, 1985).

Les principaux facteurs limitant l'activité biologique dans les sols sont la sécheresse, la
salinité, les hautes températures, les pH extrémes acides ou alcaling et Jes carences en
éléments nutritifs (Henzell, 1988). Aux facteurs abiotiques, il faut encore ajouter les facteurs

biotiques négatifs comme la compétition, la prédation, etc:

Les divers stress biotiques et abiotiques peuvent agir 4 différents niveaux et réduire le taux
de croissance ainsi que la capacité de survie des rhizobia a l'état saprophytique (en absence de
la plante héte). Ces siress peuvent interférer avec les processus d'infection ou de nodulation,
ou encore influencer Tactivité fixatrice d'azote aprés établissement de la symbiose (Hirsch,

1996).

I11-6-1 Contraintes abiotigues

Le potentiel hydrique du sol peut influencer la symbiose entre les légumineuses et les
rhizobra et, dans des conditions de sécheresse clevée, la nodulation peut etre fawle cl/ou
inefficiente. La sécheresse peut aussi influencer la survie des rhizobia pendant leur vie
saprophytique (Chao et Alexander, 1982). En outre, l'aridii¢ peut inthiber la fixation d'azote, la
nitrogénase étant trés sensible 4 des variations, méme faibles, du potentiel osmotique du sol
(Sinclair er al., 1987).

La tolérance au stress salin est une propriété trés importante pour Ja survie au stade
saprophytique et la compétitivité des rhizobia, et ainsi pour leur relation symbiotique avee les

tion nodulaire pet evtrémement sencibl

_ an NaCl par réduction des sites
d'infection de la racine, du nombre des poils radiculaires et de la proportion de ¢eux qui

portent les cordons d'infection.

Les sols salins, qui se forment en général dans des conditions d'aridité élevée et de hautes
temperatures, sont souvent alcalins et peuvent présenter une disponibilité réduite en
phosphore, fer, zinc et manganése (Eisheikh et Wood, 1989 a). Toutefois, ie stress hydrigue
etant en genéral de durée limitée, i suffit que les micro-organismes puissent Y survivre un
certain laps de temps. Le stress salin est lui permanent ef les micro-organismes doivent s'y
adapter afin non seulement de survivre mais aussi de se reproduire (Sprent, 1984 ; Zaharan,
1991),

-
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Ainsi, ["acidité du milieu modifie le nombre de nodules, une faible baisse pouvant le
réduire fortement. De nombreux chercheurs ont montrés que le chaulage améliore la
nodulation (Wey et Obaton, 1978 ; Singh ef al., 1985). 11 apparait que I"influence du pH sur la
nodosité et I"activité des rhizobiums est différente selon le climat. Dans les zones tempérées,

e nﬁu“rh:'ao M |nmramaﬂi
ransALL W Uer

nnAnlation dac lAmominancao act
vaw‘. et LY

13 groissance ef la nodulation des. }éguminenses est plus-active sur spls
acides. Tandis que I"optimum de croissance des légumineuses tropicales st compris entre 5 et
6.3. De plus, dans ces zones les rhizobia résistent mieux & 1’acidité et sont capables de fixer
"azote 4 pH 4,5. Toutefois il y a toujours une baisse de la nodosité sur sol acides, comme

ceux riches en aluminium (Maougol, 2004).

En outre, une mterachion entre sahmité. pH et temperatures elevées peuf avoir des effets
plus néfastes sur la symbiose que chacun de ces facteurs pris séparément (Elsheikh et Wood,
1989 a).

I11-6-2 Contraintes biofiques

Pour quitine implantation réussisse, il importe que les hactéries inoculéen survivant dans Ig
nouvel environnement. II est toutefois difficile, du fait de la grande hétérogénéité du milien
qui peut empécher les bactéries d'atteindre et d'occuper les microhabitats les plus propices 4
leur survie (Posmma er i, 1989), de prévoir ie @mux de survie des souches imroduires dans un

sol.

T wa APl lvmes e AT T A A S = |
205 GInCrenics .:uu\,ul:o ac ruu_vuu.q wpmmuut suudlmcmwu Gans un 561 Pristitccite al

différences de capacité 4 rivaliser pour l'occupation des nodules, et le suceés dans la symbiose
est influencé par les facteurs environnementaux, la plante héte, la taille initiale de la
population de rhizobia et sa répartition dans le sol (Heljnen et Van Veen, 1991 : Postma er
al., 1989).

A ces contraintes, il faut ajouter la prédation, surtout par les protozoaires, qui est souvent
responsable du déclin des rhizobia, aprés leur introduction dans le sol (Habte et Alexander,
1977).

Les autres facteurs biotiques qui peuvent réduire le nombre des rhizobia incluent les
bacidnophages, 1es parasites (Keya et Alexander, 1575), les ai

micro—organism'es et les bactériocines produites par d'autres rhizobia (Hirsch, 1979).
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Une résistance intrinséque aux antibiotiques peut donc &tre importante, du point de vue
ccologique, pour les micro-organismes du sol, en raison dune compétitivité plus élevée et
d'une plus grande aptitude & survivre, principalement dans les sites arides ol la sécheresse et
le pH alcalin favorisent la croissance d'actinomycétes producteurs d'antibiotiques (Caceiari e

Al NN

Dy v g

Pour qu'une bactérie puisse coloniser une racine, elle doit posséder un ensemble de traits
physinlngianes caractéristiqnes (Weller, 1988 : Hozore et Alexander 1991) er manifester im

large spectre de tolérance aux contraintes abiotiques et biotiques (Alexander, 1971),

L'¢tude de la physiologie des rhizobia face aux contrainies eavironnementales peut
apporter des indications utiles pour une meilleure compréhension des stratégies qulelles
adopten! pour résister aux conditions de privation de nutriments et 2tre capables, les
conditions redevenant favorables, de reprendre une activité et d'atteindre les sites de

nodulation (Caceiari er al.,2003).

IV- Transformation génétique

IV-1 Transformation naturelle :
IV-1-1 Définition

La transformation "naturelle” ou physiologique est le premier modéle connu de transfert de
matériel génétique (site web n° 04). Ce transfert se fait d'une bactérie donatrice de matériel
genétique (exogénote) 4 une bactérie réceptrice dout le génome constitue l'endogénote. La
bactérie réceptrice peut acquérir des caractéres nouveaux ce qui suppose que l'exogénote soit
exprimé par la bactérie réceptrice et qu'il soit transmic 2 la descendance (site web n° 05)

LSS =

Pour étre transformant I"’ADN doit étre bicaténaire et d’un poids moléculaire suffisant (> 5-10
MDa). 1'origine de I"’ADN n'a aucune importance : il peut provenir ou non de la méme
espece bacierienne ou méme d’un cucaryote et étres de nature chromosomigque, plasmidigue

ou phagique.

Pour étre transformables, les bactéries doivent &tre en état de compétence (site web n® 06).



http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

=*Compéience

Dans Tles conditions qui favorisent la transformation, certaines bactérie deviennent
douneuses de matériel génetique et libérent de I’ADN dauos le milieu par attolyse (ou peut étre
par sécrétion) alors que diautres cellules (récepirices) internalisent cet ADN (Raymond,
1993).

IV-1-2 Mécanisme :
TV-1-2-1 Chez les bactéries & Gram positif :
Les principales étapes de la transformation ont été surtout étudiées chez les bactéries 4 gram

positif, notamment Baciflus subtilus qui est le modéle le plus étudié. (Fig 19)

Chez celle ci, les différentes phases mettent en jeu un activateur spécifique d'éspéce,

excrété par la bactérie et qui se fixe a la surface de la bactérie (site web n° 07).

7 llne cellule compétente lie un fragment d’ADN double brin de taille nioyen . e
processus se fait au hasard puisque tous les fragments du donneur sont en
compeétition entre eux. La capture de I"ADN demande de I"énergie.

# L'ADN est ensuite ciivé par une endonuciéase en fragmenis doubies bring
d’enyiron 15 kilobases.

> L'exonucléase dégrade l'un des deux brins d'ADN alors que le deuxiéme brin

penetre dans le cytoplasme.

L'ADN peut alors étre dégradé par les enzymies cellulaires ou, s'il est trés proche de 'ADN
chromosomigue, il peut étre utilisé par les enzymes de réparation de I'ADN pour étre

racomhind aves la shramncarme (Pracontt o1 Al 02 (i
B R T = L LR e A S S i
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Chromosome bactériens ADN transformant

Prraofeirm: se (it
] WADIN
" Prostéime spetcificue
e la caompétence
fose llanL & FADN
simiple Brim

Fization de I'aDry

I

ca)y l Muchiase
- A L
; l‘_-.:_

Nucléolides libres

— Proldine RecA
FEnevaan
ce PADN sls

Recombinalsoi:

homaolague

ESliiies

transfommnmees

Figure 07 : Mécanisme de la transformation naturelle chez une bactérie Gram positif (Mardigan et Martink, 2007).

1V-1-2-2 Chez les bactéries # Gram négatif :
Les mécanismes sont proches, mais il existe deux différences essentielles :

#L'état de compétence et la capture de 'ADN sont associés & la préserce de petites
veésicules membranaires, appelées transformasomes, et qui font saillie 4 lextéricur de la
cellule. L'ADN transformant est capturé par ces vésicules et il est transporté dans l'espace
périplasmique dans lequel il est dégradé et un unique brin d'ADN gaene l¢ cytoplasme avant
d'éfre incorporé au chromesome. (Fig 08)

*La capture de 'ADN exogéne nécessite la reconnaissance de séquences spécifiques de 10
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ont peu de chance d'étre présentes sur de nombreuses molécules d'ADN cela veut dire que

seul des ADN spécifiques peuvent étre transformant (site web n® 05).

l Transformasome .
| Paybadéﬁenn e |
, : Fixation

Figure 08 : Mécanisme de la transformation naturelle chez une hactérie Gram négatif (Site web n® 05),

1V-2 Transformation artificiclle

La transformation artificielle est une technique de biologie moléculaire destinée &
ransférer diverses molécules dADN & des bactéries non naturellement transformables (site
web n® 06). Elle est devenue aujourd’hui une pratique courante de laboratoire ; pratiquement

tous les domaines de la recherchie en biologie font désormais appel 4 cette technique.

Les bactéries se prétent particulierement aux expériences de transformation car il est
techniquement facile de leur faire intégrer des molécules d’ADN étrangéres (site web n° 08).
Pour rendre compétente la bactérie réceptrice, différentes techniques sont utilisées, reposant
sur une désorganisation de la paroi qui permet le passage de I"ADN (site web n® 07).

Une des méthodes les plus courantes, consiste & concentrer les cellules en phase
exponentielle dans une solution de chlorure de calcium (Raymond, 1993) et 4 soumetire le
melange & un choc thermique (chauffage 4 42 °C suivi d'un refroidissement brutal dans la

glace) (site web n° 06). Le rdle exact du calcium dans I’établissement de cette compétence
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nest pas encore €lucide - 1l pourrait peutraliser ou €liminer des molécules présentes a la
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surface des cellules et qui bloqueraient la pénétration de I' ADN. Le calcium pourrait aussi se
lier 4 I'ADN et le faire précipiter & la surface des cellules sous une forme propice 4
I'internalisation. 1l pourrait activer un systéme enzymatique impliqué dans la prise de I’ADN
ou eneare agir par-quelqee combinnison des effets pricitis,

Une autre technique de plus en plus rependue consiste 4 faire pénéirer 'ADN par
electroporation. Quand des cellules fragilisces sont soumises a4 un choc électrique a haute
tension, elles puisent PADN exogeéne, apparemment & travers des pores créés dans la
membrane cytoplasmigue.

Des cellules bactériennes dont la paroi de peptidoglycane est €éliminée {protoplastes),
peuvent aussi €ire transformces par des liposomes. L’ADN en solution forme spontanément
des complexes avec des liposomes prépares a partir d"un lipide cationique. Les liposomes se
lieni aux protopiastes et font penéwer i’ ADN, probabiement par fusion avec ia membrane

cytoplasmique (Raymond, 1993)
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I-Matériel et méthodes

Les trois bactéries qui ont fait ’objet de ce travail nous ont été gracieusement
fournies par Mme Bouabid. Ces demigres ont éi¢ choisies en fonction de leurs

infectivités (Ie nombre de nodules quelles induisent).

La prenneére souche (souche U3)est la plus intective en induwisant 37 nodules,
la deuxieme souche (souche 06) a induit 22 nodules et la troisiéme souche (souche
09), est la moins infective elle n’a induit que 3 nodules.

Avant d’entamer les travaux d’extraction et de transformation. il est nécessaire de

réactiver les bactéries et de vérifier leurs morphologies.

I-1 Etude de 'aspeet morphologique

B B r ey U S, | X SR S 11:'.......
RS CAINEENTIA TN 2Ul U T Culluie o

* Taire fondre le milien YMA additionné de Rouge Congo.

o Couler le milieu dans des boites de Pétr.

= Laisser solidifier, puis préparer les suspensions bactériennes

¢ Ensemencer par des stries selon la méthode de quatre cadrons chaque
souche.

e [ncubera 28°C pendant 24 heurs (Vincent, 1970).
i-1-Z Examens microscopiquoes :
T-1-2-1 Colorstion de Gram :

Cette etape permet de connaifre ’appartenance des bactéries au (Gram négatif ou

positif) elle permet également dobserver la forme et Ia taille des bactéries.

Aprés fixation des bactéries sur une lame propre par la flamme du bec, les étapes

de Ia coloration sont les suivantes -

» Reaiiser une coloration simpie au violet de Genriane, laisser agir pendant 1
minute,
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# Laver a i'eau puis 4 i"aicooi pendant 30 secondes, puis un aurre tingage avec
I"ean distillée.

el - = [ E— .-..-.‘:...r.,t.-.

> Rcoolorcr aves la Fuchisine ot laisscr agin pendant ume min
» Rincer a 'eau distillée et sécher la lame.
» Observer au microscope avec |"objectif 100x:

I-2 Conservation des isolats

La technique de conservation utilisée est celle décrite par Vincent (1970). Le

milien YMA est réparti sous forme incliné dans des tubes 4 essai.

A partir d"une culfure bactérienne en phase de croissance exponentielle, des stries
reguliéres sont effectudes sur la surface de la gélose. Aprés incubation 4 28°C pendant

24 heures, fes tbes sont conserves & 4°C

Cette méthode permet une conservation de 6 a 12 mois ( Vincent, 1970).

I-3 Extraction de 'ADN plasmidigue a partir des souches conservées
L'extraction de I'ADN plasmidique est une technique permettant d'isoler les
plasmides de ceilules. L'ADN ainsi extrait peut ensuite tre utilisé pour des
recherches de biologie moléculaire, telles que la transformation. 11 existe différents
protocoles pour extraire 'ADN, qui suivent approximativement le méme schéma de
principe.
Chacune des trois souches est ensémencée dans 20 ml du milien YMB et est

incubée pendant une nuit dans un bain marie avec agitation & 28°C.

A partir de ceite culture; nous avons effectué une extraction de I'ADN
plasmidique, en utilisant la technique de la lyse alcaline. Cette méthode permet de
récnnérer facilement at vapidement ne grande anantité d’ADN plasmidiaue plus ou
mois pur. ¢’est-d-dire pen contaminé par de I'’ADN génomique, des protéines ou

d autre composants bactériens. (Birnboin et Dolys ,1979)

L*ADN issu des différents traitements sera finalement soumis 4 une électrophorése

sur gei d’ agarose,

iy
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Chpiire If 3 Maiéiiel et méthodes
E
I- Mettre une quantité de 1.5 ml de chaque suspension bactérienne dans un tube 4
| Eppindorf.
2- Realiser une centrifugation a 12000 tour/min pendant 5
minutes et ¢liminer le surnageant.
3- Recharger chaque tube avec 1.5 ml de !a suspension bactérienne
, et renouveler opération.
I' v i
| 4- Mettre le culot en suspension dans 10pl de tampon Tris-HCl 25 Mm pH 8 ;
BDTA Hmb

5- Ajouter 2004l de SDS 1% : NaOH 0.2M.

Melanger au vortex a faible vitesse, jusqu’a obtenir une

[ suspension claire et légérement visqueuse.

. 6- Recuperer le culot et le suspendre dans 150ul d’acétate de sodium 3M, pH 5.2,

[ ‘ 7- Centrifuger, récupérer le culot et laisser sécher.

8- Ajouter 1 ml d*éthanol froid.

32
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1-4-2 Préparation des échantillons 4 analyser :

» Pour chaque échantillon, mélanger dans un tube
Eppindorif 10pi de I"échantillon d’ADN 4 analyser avec
10pl d’eau distillé et 10pl de colorant de charge (bleu de

bromophénol ).

1-4-3 Dépot:
# Les échantillons sont deposés & I'aide des micropipeties dans les puits.
» Brancher les cébles de la cuve au générateur de maniére & ce que les dépots

soient du coté cathode (-).

1-4-4 Migration :

> Lz migrafion de PADN est faite de la cathode vers I"anode eoug un champ
electrique de 100V.
» Arréter Ja migration lorsque le bleu atteint I autre extrémité du gel.
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Chapitre I Matériel et mélhodes

i-4-3 L’observarion

# L’observation des bandes est obtenue sous une lampe s UV 4 254 nm.

1-5 Transformation bactérienne

La transformation & été effectuée selon la méthode déerite par Bimboin H.et Dolys
S. en 1979,

I-5-1 Préparation des bactéries compétentes :

Une préculture des souches réceptrices « souche 09» dans le milien YMB est

obtenue aprés incubation 4 28°C pendant une nuit sous agitation.

-Relancer une culture fraiche au 1/20 @ 289C sous agitation pendant 2 heures pour

obtenir des bactéries en phase exponenticlle de croissance.
~Centrifuger 4 6000 t/min pendant Smin.

-Reprendre le culot par lml de CaCly0,1M froid.

-Réaliser ime dewvidme cantrifugation 4 A000min pendant Smin.
-Ajouter Iml de CaCl; an culot et laisser le mélange 20 min 4 4° C.

-Réaliser une troisiéme centrifugation 2 6000 t/min pendant Smin.

-Reprendre le culot dans 30 pl de CaCls froid.
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Chapitre IT Marériel er méthodes
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i-5-Z Transiormation baciérienne :

-Metire dans un Eppindorff 10 ul d”ADN et 20 ul des cellules compéientes.

-Mettre I’Eppindorff a 28°C pendant 1min puis Theure dans la giace.

-Ajouter Iml du milieu YMB frais et incuber sous agitation pendani une heure a
28°C.

I-6 Etude de Peffet de ia transformation
Aprés la transformation, on passe a la vérification de la possible acquisition
de certains caractéres par la bactérie réceptrice et ceci par :
* Finde de Paspect mamhialnginue
* Etude de quelques caractéres biochimiques.
* Btude de la tolérance aux contraintes abiotigue.

* Etude du pouvoir de nodulation

I-6-1 Etude de I'aspect morphologigue :
[-6-1-1 Caractéres culturaux

Les deux bactéries transformées (souche 09 transformée par 'ADN plasmidique
extrait de larsouche 08 of 09 wansformde par 03) sont snyemencdes surides boitss ds

SRR A )

Pétri contenant le milieu YMA additionné de rouge Congo.

1-6-1-2 Examen mieresconiaue :

. L. ~ s .
Coloration a la fushine
L . Sl N G T . L I P T SN . e e B Y
L TANOIG UGS WU DUMCLILGD LAlSIULHIVD @ Wil yullliGy ot diic volbralivi a o
fushine.

HEE T oo dbamnao s la anlavasices
=D IS res s a2 DRSS SRTES |

e A I'aide d’une anse de platine, prélever une pariie de la colonie cible.

»  Sur nne lame contenant nne oantte d'ean dictillde «térile. matite Pance de
platine sur la goutte d'eau et avec un mouvement de vas et vient. étaler le
frottis sur la lame.

e Fixer le frottis par passage de la lame dans la flamme du bec Bunsen.

@  Couvrir la lame par la fuschine et laisser agir pendant une minute.

37
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Chapitre 11 Meatériel et méthodes

« Rincer & I’eau ¢t sécher ia lame puis observer au microscope & iobjectif a
immersion,

T - ru N L J S R Y LT = =
== llll.l; UL Uiy ey el i Uy LDIUClgucs i

Ces critéres ont été vérifiées pour l"-cnse‘mble des souches : les trois souches
[-6-2-1 Recherche de la catalase ¢

Ce test permet de montrer la presence ou ["absence de catalase. Uctie enzyme
permet la dégradation du péroxyde d’oxygene (eau oxygénée) résultant de I’oxydation
des hydrogenes transportés par la voie oxydative directe. selon la réaction suivante :

2H10‘3 — Oz+2H 30

A i s mtta AVan xS i e
Dépager dans une boite dé péhri proprs, une goatts d’eau oxypénse, puls k2 mety

€N contact avec une goutte de suspension baclérienne.

ITne réaction nositive se manifaste par iin déoacameani immaédiat de hulles gazenses

I-6-2-2 Recherche de Moxydase ;

La tolisiviie o o prénviene divming uiyause es uu Uss GLISISS Ibs pius
employés pour I'identification des bactéries suriout celle des bacilles 4 Gram négatif
Cette enzyme esi capable d’oxyder un réactif : le Ndiméthyl paraphényléne diamine.
Ce dernier, est mauve claire et en présence de I’enzyme, il libére un composé mauve

foncee.

Déposer sur une lame propre les disques d’oxydase, imbibés avec une goutte d”eau

distillée ou eau physiologique sténile.

Prelever une colonie de la souche 4 tester 4 Iade d’une pipette pasteur stérile et

I"étalé sur le disque.

Une réaviion posiiive se manifesie par un changemeni de fu couleur de disque vers

le mauve fonceée.
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Chapitre I Matériel et méthodes

i-6-3 Frude de ia oiérance aux contrainies abiotigues :

Les criteres physinlogjques- sont étudiés chez les trois souches sauvages ainsi que

'1"3' sdela f_uj.m;(rluuti{;ﬁ
I1-6-3-1 Tolérance i Ia température :

Le test a éte réalisé sur lg milieu YMA additionné de Rouge Congo 4 pH 6.8 : en
incubant les souches aux températures : 5°C, 20°C, 37°C et 45°C. La lecture est faite
aprés 24h 4 48h d’incubation.

1-6-3-2 Tolérance au pH:

Lo pH du miliey YMB sst ajuste aux velewrs: 1, 2, 5, 8 et 12, L2 lecturs sat faits
apres 24h d'incubation @ 28°C dans un bain marje avec agitation.

1-7-3-3 Tolérance A L salinité :

L’étude de la tolérance des souches 2 la salinité a été réalisée sur le milieu YMB 3
pH 6,8. Les souches ont ¢té incubées 4 différentes concentrations en NaCl 5 2, 5. 8 et
11%. La lecture a été faite aprés 24h d’incubation a 28°C dans un bain marie 4

agitation.
1-6-3-4 Tolérance aux métaux lourds ;

Le test est conduit pour évaluer la capacité des souches a résister 4 différentes
types de métaux lourds ; Pb 250 pg/ml ; Al 250 pg/ml ; Co 25 pg/ml et Fe 250ug/m|
(Graham, 1992)

Ces différents meraux sont ajoutes séparément au miiieu YVB. Les tubes sont

ineubés sous agitation a 28°C pendant 24h.
-7 Auibeniincation des baciéries « Tesi de noduisiion »

Le test de nodulation est une premiére approche pour identifier les souches, il

N

pcn.ubt u Evatuux la. uapm.fu\.« ot 1 n!_ruiu.uc a avragL u:—a uUL.lu.l\:a >ulL .tr.:f J.d!uluto uu .ld.
plante héfe. dans des conditions bactériologiquement contrdlées. (Vincent; 1970,
Beck et af., 1993),
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Ce test consiste en I'inoculation des graines de la plante héte (pois chiche) avec les
différentes souches. Ici les trois souches sauvages et les deux souches obtenues aprés
transformation.

1-7-1 Stérilisation du sol *

Le sol utilisé pour la réalisation de ce test provient du terrain de I'TTGC. Tl stérilisé an
four Pasteur a 120°C pendant 20 min, 3 fois espacées de 24 heures avant de remplir
les pots.

I-7-2 Préparation des pots :

Les pots utilisés sont en plastique désinfectés par I'eau de javel suivi d’un rincage
& T'eau distillée, ensuite ces pots sont troués a la base, et recouverts ds papier
-atuminium (Fig (9),

Apres stérilisation du sol, les pots sont remplis d’une couche de gravier qui a été

AL A v -l#-el Il ] + ATl A
dSposde an fend of du sol stérile (Bate ot Halliday, 1087},

Figure 09 : Préparation des pots. '

1-7-3 Germination des graines :

Les graines de pois chiche (cicer arierinumn 1.) som sélectionnées selon une taille
identique. Ces graines sont placées dans des tubes stériles et sont stérilisées a I'éthanol
95% (5 a 10 secondes), puis rincées 10 fois 4 I'eau distillée stérile. On les laisse gonfler

pendant 2 heures lors de dernier ringage.
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Les graines sont mises 4 germer sur boites de Pétri préalablement reconvertes avec
une couche de coton stérile imbibé d’eau distillée stérile.
L’ incubation des graines est effectuée 4 température ambiante pendant 3 4 7 jours

jusqu'd apparition des radicelles (Fig 10).

Figwe 10 . Genninados des graines.

1-7-4 Semis des graines germées :

Le sentis des graines sont réalisé 48h avant Iinoculation. Les graines bien germées
et dont la longueur de la radicelle varie de 1 & 2 cm de long ont été transférées dans

Tog st~ Gomsad ddemcn i - Coman e mmand A o & A~ 9
1G5 pold Ol 300l GCposCls ascpliGuimint Gans un wouw do 0 o

[0
[¢)
=
=
&
B
2
Ei
)
E

orientant la radicelle vers le fond du trou (Fig 11).
Les pots soni placés dans un endroit de culture avec une photopériode
lumiére/obscurité de 16 h /8 v
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Chapitre [1 Matériel et méthodes

i-7-5 Préparation des inocuiums ;

Chaque souche est cultivée sur deux tubes inclinés de milieu YMA pendant 48h 4

AODFT A el Gmmaslemttae 1 ..ﬂ A sz sdevinacalaad mava & VDL mze wAdditinarmd| X il ~
O . 11}11 L 7 | J_Ll_\.-l.Luﬂ.l,lUJ.l, 1 11 uoeaud yu_y.:tqtqa.:,qu\.. QWS /Y oL QNI G u;_m.\.luu

tube qui sera agité jusqu’a avoir un maximum de culture dans le 1 ml de la solution

physiologique.
I-7-6 Inoculation des graines
Apres 48h du semis. les plantules sont inoculées avee 2 ml de chaque inoculum

verses sur les radicelles préalablement exposé a "aide d*une spatule. Deux pots sont

utilisés pour chague souche.

Les plantules sont arrosées deux a trois fois par semaine avec la solution
d’arrosage. Apres un mois de culture, les plantes oni été déterrées et inspectées pour

la rochoreke dos nodules
<X APCTNTID UGD LIOIUIL .
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I-  Etude des caractéres morphologigues
F-1-'Bur miliex YMA addiionad de Rougs Oouge

Aprés 24 h d’incubation, I"observafion maecroscopique des bactéries sur ce milieu a
MOontrer :

La souche 03 : colonies 4 confour régulier, bombées, brillantes, laileuses, opaques
et non mucilagineuses. (Fig 12.A)

La souchc 05 colonics & contour wdgulicr, blanchitrcs, bombis, wanslucides,
brillantes 1 non mucilagineuses. (Fig 12.B)

Alors que la souche 09, présente un étalement plat, 1égérement colorg, translucide,
non brillant et muctlagineux. (Fig 12.C)

fe

Figure 12 * Aspects macroscopiques des souches 3.6 et 9
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I-2- Examens microscopiques :

1La coloration de Gram des baotéries montre des formes batonnets de conieur rase
ce qui correspond 4 des bactéries a4 Gram négatif.

Concernant la taille des souches, |'observation microscopique montre de courts
VOITG U6 {183 Coutis batonnets dans i as de 1a souche 07 (Vig 13),

Figure 13: Aspects microscopiqués des souches 3,6 et 9.

L’ensemble des résultats obtenus relatifs a Ja ‘morphologie, et al'aspect
Vincent (1970); Somasegaren et Hoben (1994), ce qui nous permet de s’assurer de
I"absence de contamination.
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II-  Extraction de PADN plasmidique
La techaique d'extraction suivie dens ¢ mavail ngos a permis d'obtenit dee
precipités d’ADN sous forme de culot, blanchatre et visqueux.
M- KEleetronharase
La visualisation des bandes d’ADN plasmidique sur gel d »agarose a montié une

bande & la sortie du puits sur la piste 3, et une bande 4 environ 3.om (Fig 14).

Il est @ noter que nous avons rencontré des difficultés & reproduire ces bandes sur
photo du fait sans doute de la quantité de matériel obteng aprés migration,

ADN
plasmidique de
la souche 3

Bande A’ADN &
‘environ 3cm

Figure 14: Profil électrophorétique des plasmides exiraits de souches,
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Clapitie 17

IV-  Transformation

-2 wansformation est réalisde pour mettre en dvidence Pacquicition possible de
quelques caracteres par la souche récepirice (souche 09) aprés transformation ;
notamment le pouvoir de nodulation.

Les résultats de la transformation sont vérifiés par plusieurs tests.

IV-1 Etnde de I'aspeet morphologique :
IV-i-1 Sur milieu YMA additionné de Rouge Congo :

L aspect morphologique de souches transformées montre :

Aprés transformation par le plasmide de la souche 03. I"aspect macroscopique de la
souche 09 devient similaire & celui de la souche 03. Dailleurs il montre un étalement
bombé et des colonies bombées, brillantes, opaques, laiteuses et non mucilagineuses
(Fig 15.A).

L’aspect des souches résultant de la transformation de la souche 09 par le plasmide
de la souche 06 présente un étalement plat et des colonies & contour régulier,

bombées, opaques, blanchatres et non mucilagineuses (Fig 15.B).

Ces résultats montrent 1’acquisition de certains caractéres morphologiques qui
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11 est important de noter qu'au niveau de chacune des deux boites, des colonies avec

17aspect de la souche réceptrice (souche 09) apparait toujours ce qui peut étre expliqué

par Pabsence d’une transformation totale de I"ensemble des souches réceptrices,

IV-1-2 Examen microscopigoe :
*Coloration a ia fuschine ;

L observation microscopique de bactéries transformées colorées 4 la fuschine
montre que la souche 09 aprés la transformation par les plasmides de la souche 03 ef

1Lk AT W OOOAFRAL AWsLLE

souche 03 et Ia souche 06) (Fig 16).

la souche 06 apparsitre sous forme de cour bitonnet (tille semblable d calle de la

G503 09/66

Figure 16 : Aspects microscopigies des souches wansformées 9/5 et 9/6.

a7

T
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‘Tableau IIT : Mise en évidence des enzymes de catalase et d’oxydase.

1™
\\
\ﬁouche' Souche Souche Souche Sovuiche Souche
Enzyme \ 03 06 09 09/03 09/06
Catalase + + K * *
Oxydase + - W 3 +

Ces resultats montrent que toutes les souches sauvages ainsi que les souches
transformées sont pourvues des ces deux enzymes catalase et oxydase. Ces caractéres
soni déent pow les thizobia dans le Bergey's Munrual of Systematic Bucieriotogy

(1984),

IV-3 Etude de quelques caractéres physiologiques :
TV-3-1 Tolérance i la tempérafuve :

D’apres les ésultats, les cing souches testées présentent une tolérance 4 des
températures qui varient entre 20 °C 4 45 °C.

Cependant a 5°C, aucun développement n’a ét€¢ observé pour I'ensemble des

souches (Fig 17),

—
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| Température 37°C
I
{ 20 )
{2}
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Terpérature 45°C

Figure 17 - Effet de température sur Ia croissance des souches

3. 6.9.9/3 et 9/6.

Nos observations correspondent & celles rapportées par Graham (1994) qui
montre que ies Thizobia sont des bactéries mésophiies qui toiérent des températures

qui se situent enfre 10 et 37°C.

- 1. N e - . 5 LY N oA T e Vi 7 e P -
De plus, la croissance dos thizobia & unc rempérame do 45°C a 8 montrde par

plusieurs études.

T S

Naur et o/ (1994, 1097) sugeérent que la sempérature idéale pour la croissance

rhizobienne est de 28°C pour Ja croissance de I’espece Mésorhisobium ciceri.

IV-3-2 Tolérance au pH :
Les résultats obtenus sur I"étude de tolérance aux pH acide et alcalin de 1"ensemble
des souches sont présentées par le tableau ci-dessous :
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Chapitre 1T ) Résidiais ét discussion

Tableau VI: Effet du pH sur la croissance rhizobienne

pH

| 03 - o + + -

06 = - + & -

09 - ) - ) ]

09/03 - - + i -

09/06 . - 3 4 -

Comme le tableau s’ indigue, ancune souche n’a toléré les pH acides | et 3 ni le pH

alcalin 12. La figure 18 illustre I"absence de la croissance bactérienne a ces 3 pH (1.3
et 12).
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Figure 18 : Effet du pH 1, 3 et L2 sur la croissance des souches 3. 6. 9, 9/3 et 9/6.

(Absence de croissance)

Cependant, mise 3 part la souche 09 toutes les sonches tolérent leg nH 5 ot O

alors qu’aprés la transformation, la souche 09 deyvienne tolérante 4 ces deux pH. La
figure 19 illustre Ja tolérance de la souche 09 aux pH 5 et 9 aprés la transformation.
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Figure 19 : Effet du pH 5 et 9 sur la croissance des souches 3, 6, 9,9/3 et 9/6. |

Nos résultats sont en accord avee Graham (1964) et Jordan (1984), ou les rhizobia

penvent croitre 4 des pH allant de 4.5 jusqu'a 9. Ainsi Raza et coll. (2001) ont trouvé

que les rhizobia sont tolérants aux variations du pH (de 4.0 & 10).
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[V-3-3 Tolérances a Ia salinité ;
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concentration €n NaCl sur la croissance des souches testées.

NaCl
2% 5% 8% 11%
03 =+ ++ + -
06 ++ ++ + -
09 + ++ + =
09-03 4 i + .
09-06 ++ ++ + .

4+ - Bonne eroissance

4+ Cradreanna rmatranns
1L - SR PRl MR I_I.LU}VI_LLI.‘F‘

- : Absence se croissance

Les résultats obtenus et présentés dans le tabieau ci- dessus, montient que toutes
les souches tolérem & des concentrations de NaCl variant de (2% a 8%), ce qui
correspond aux résultats de Gaur et Sen (1981) affinmant que les rhizobia nodulant le

pois chiche tolérent plus de 2% de NaCl. Cette tolérance est duc au fait que des

iy
w
Ea

St
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ﬁJ - —
rhizobia s’adaptent aux conditions salines par I"accumulation intracellulaire des corps
organiques de faible poids moléculaire appelés les osmolytes (Zahran, 1999).

¥ o TR S - 1 | N E il o
Cliapive Il Nésudltars er discussion

Cependant 2 une concentration de 11% aucime croissance n’est observée chez la

fotalité des souches. La figure 20 illustre ’absence de la croissance des souches &
11% de NaCl

Figure 20 : Effei de la concentration 11% de NaCl sur la croissance des souches /
(Absence de croissance). |

1l eet 3 noter que

8%. La figure 21 illustre le faible taux de croissance de la totalité des souches.

ie toutes les sonches ont une croiseance movenne 4 la concantratinn
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Figure 21: Effat de la concentration 8% de Na(Cl sur s croissance des sotiches

Alors gquaux concontrations de 2% ot 5% ioutes les souchos ont unc bonne
croissance (Fig 22), a I'exception de la souche 09 qui présente une croissance
moyenne 4 la concentration de ?%:4. et qui devient bonne apres la transformation. La
figure 23 illustre la bonne croissance de la souche 09 aprés la transformation.

Figure 22 : La bonne croissance des souches & 5% de NaCl
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Lhapitre il Résultats et discussion

Figure 23 : Effet de la concentration 2% de NaCl sur la
croissance des souches

IV-3-4 Tolérance aux métaux lourds *
Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau ci-dessous concernant I'effet des

Gifironics conconirations des mdtaux lourds sur la oreissance des Rhizobia,

el
T
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Tableau I'V: Effet des différentes concentrations des métaux lourds sur la
eroissance rhizobienne

Métanx
Iourds ;
~ Fe Al Co Ph
Suuche e '

02 + & - =+
06 + 4+ - R

09 - + + -+

09-03 + -+ + 1l
09-06 + + + 4+

D’aprés le tableau, nous remargquons que la souche 03 et la souche 06 présentent
une faible tolérance aux Fe a 250ug/ml et Al 4 250pg/ml traduite par une légére

= = %= =3 R | (T S TP | TGN I == ] T - T 3 PR PP JiN, |
CIUISSaiice, ¢t elles monirent ui boine Ldissance au Pb a 250ug/ml Alors gu'clies

n’ont pas pu tolérer le Co & 25ug/ml.

25pug/ml de Co et 250pg/ml de Pb; et une absence de croissance & 250pg/ml de Fe,
Mais, et aprés la transformation, cette souche a pu tolérer la concentration du Fe et

elle monire une bonne tolérance au Pb (Fig 24).

K
ui
[es]

[—


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

~—

P N |
Lruapiire I



http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Chapitre 1] - Résidiais e discussion

Figure 24 : Ettet des différentes concentrations des métaux Jourds sur la
croissance des souches 3, 6, 9, 9/3, 9/6.

V- Test de nodulation
Dans notre étude, nous avons évalug la capacité de nos souches (3. 6, 9, 9/3 et 9/6)
de former des nodules sur Ia racine de plante pois chiche (Cicer arietinum. L).

Une premicre vérification a été effectuce aprés 04 semaines, I'observation n'a
révéle aucune formation de nodule, au niveau des racines qui sont encore trés fines.
Devant cette situation, il est nécessaire de prolonger encore la culture pour permettre
un bon développement de la racine et une possible apparition des nodules.
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Conclusion

Duns celie ¢iude nous avons essaye 4 obienir & pariit de riizoblums nodulani fe
pois chiche, des souches qui peuvent étre utilisées dans la production d’inoculum,
sachant que ces derniéres sont sélectionnées en fonction de leur aptitude 4 noduler la

plante hote et leur comportement vis-a-vis quelques contraintes environnementales.

Nous avons procéde & une transformation entre deux souches nodulant le pois

chiche présentant an pouvoir d’inffectivité différent.

Notre travail porte sur une €tude comparative entre les souches donatrices et la

souche transformee.

La culfure des différentes souches sur le milieu YMA + RC ainsi que Pexamen
microscopique, oni moniré que ia transformation par in piasmide pewt conduire 3

I"acquisition de caractéres morphologiques.

Lrétude de Peffer des factours intrinsdques montic gue towtes los souches
présentent une croissance optimale dans I'intervalle de 20 & 37° C. Elles sont
considerees comme thermorésistantes du fait gu’elles présentent une croissance méme
adsCo.

Les résultats de I'effet du pH révélent la croissance des souches a des valeurs

comprises entre 5 et 9. A exception de la souche 09 qui ne tolére ees valeurs

qu’aprés transformation.

L’ étude de I efTet de salinité monire que ies souches sont haloioiérantes et
peuvent résister a des concentrations de 8% de NaCl. Cependant, une bonne

croissance est observée a des concentrations de 2 et de 5%.

La croissance & I'origine moyenne de la souche 09 4 la concentration de 2% est

devenue bonne apres transformation.

A I'issue de ce travail nous considérons que nous avons plus ou moins atteint
notre objectif de départ 4 savoir 1a démonstration du pouvoir transformant de I"’ADN

plasmidique des souches rhizobiennes.
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Comme projection a pattir de ce travail, il serait iniéressant de

= Vériiler et récupérer les noduies 4 partir des planies cuitivées mr viro.

- Mesurer 'efficience des bactéries.

- Obtenir des souches tolérantes aux différents stress environnementaux et les
exploiter dans des essais d”inoculation.

- Caractériser génétiquement les bactéries effectrices pour une meilleure

z 3 .. * » 5 . s = E . T L
compréhension des méeanismes de fiyation de Mazote atmacphérique,
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Résumé

Résumé
Au cours de notre travail, nous avons utilisé des souches rhizobiennes nodulant les
racines de pois chiche pour ¢fudier la possibilité de transférer des caractéres portés par

le plasmide d'une bactérie 3 une amtrs, Aprés Paxtraction DES ADN nlazmidiques e

leurs incorporation a I"intérieure d’une bactérie réceptrice en état de compétence, cette
derniére a acquit quelques caractéres qui sont vérifiés par plusieurs tests,
Mots elés : Rhizobium, Ilégumineuses. symbiose, nodulation, plasmide,

transformation bactéricnne


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

[ —

Abstract

%

Absiract

During our work, we have used strains of rhizobuim that nodulate the roots of
chickpea to study the possibility of transforming the characters carried by the plasmid
from one bacterium to another. After extraction of plasmid DNA and their
incorporation into recipient bacterium which is in state of compestence. it was revealed

that this latier have acquired some characters which were checked by severai tests.

Key words: Rhizobium, legume, symbiosis, nodulation. plasmid, bacterial
transformation
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“
Annexes

Milien YEB (Yest Mannitol Broth) en g/l (Lajeudi et al ; 1998) ¢

K.HPOy 0.5
MgS04. 7H-0 0.2
NaCl 0.05
CaCl; 0.04
FeCly 0.004
Glutamate de sodium 0.5
Manmito! 10
Extrait de levure 1

pIl A8

Milien YEMA(Yeast Extract Mannitol Agar )en g/l (Lajeuds et al ; 1998) :

YEMB 1000m]

Agar 20

nH - 6.8

Miliew YEMA additionné de rouge Congo (Vincent ; 1970) :
YEMB 1000 ml

Solution de rouge Congo 10 ml

Agar 20

pH:6.8

Apres ajustement de pH on ajoute 10ml de rouge Congo (00.252 rouge Congo dans 100m| d’eau
disuiiée), puis on ajoute i’agar.

Solution d’arrosage :

Faire bouillir 100 g du sol (ramen¢ de I'ITGC) additionnd de 1 litre d’eau distillée pendant
10minute puis laisser décompier.
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 Annexes

“
Tumpon d 'exiraciion

Ttis HCI 25mM pH8

EDTA 10mM

NaOH 0.2 mM

SNS 1%

Acétate de sodium : 3M

NaCl : 0.146g

Tampon de transformation
CaCly; 1ml

Tampon d'électrophorése(TBE)
Tris : 45 mM pH 8

Acides Borique : 45 mM

EDTA : 1.25 mM

Agarose : 1%

Bromure d’ethidium : 0.5 ul
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