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Forrioodions -

Apres l'eau et de lumiére, I'azote est le principal élément limitant la production végétale
dans le monde entier alors que l'atmosphére terresire est constituée 3 80% d'azote. Ce paradoxe
est dit au fait que l'azote moléculaire (N,) est une molécule trés stable, que seuls des organismes

appartenant an groupe des procaryotes (mais aucun organisme eucaryoie) sont capables de

réduire sous une forme combinée assimilable.

L'utilisation d'engrais pour compenser ces insuffisances est maintenant activement refusée
en raison de leur prix élevé, leur effet sur les changements climatiques et leur impact

environnemental négatit.

Une solution pourrait étre d'exploiter les plantes qui ont acquis la capacité de s'adapter 2
des environnements déficients. Un exemple est donné par les plantes qui développent des
associations symbiotiques avec des bactéries fixatrices d'azote permet |'utilisation de ’azote
atmosphérique ei. ainsi, |'enrichissement des sols en azote assimilable par les plantes.ia symbise
la plus importante d"un point de vue eculugiyue el ugronomique cl celle assoclant des hactéries
du sol les Rhizobium. aux legumineuses.Cette association s'établil au sein de nouveaux orgarics
appelés nodosités dont le développement est induit par les bactéries an niveau des racines et
contrdlé par la plamte qui fournit 4 son symbionte me niche protectrice et de l'énergie. en

€change, les bacteries synthétisent de 'ammoniag, source d'azote assimilable pour leur hote .
£e, Y p

L'établissement de la symbiose Rhizobium -Légumineuse est un processus complexe qui
comprend plusicurs étapes. Un dialogue moléculaire était & l'origine de la reconnaissance entre le
symbionte bactérien et sa plante-hdte Les génes bactériens dits de nodulation (génes nod, nol,
noe). qui comprennent les génes de structure et les génes régulateurs, jouent un tdle central dans
ce dialogue. En présence d'inducteurs végétaux (flavonoides, bétaines), les protéines régulatrices
NodD sont activées et induisent l'expression des génes de structure .L'expression des génes
structuraux conduit 4 la production de signaux bactériens extracellulaires ou facteurs Nod, qui
jouent un rdle essentiel dans le processus d'infection et ['organogensse des nodules au sein des
quelles les bactéries se différencient en bactéroides capables de réduire 'azote moléeulaire N, en
NH;3,

La mise en place de cette interaction implique un processus de reconnaissance spécifique
qui necessite la production des exoplysaccharides de la part de Rhizohium ,ainsi que de la lectine

de la part de la plante légumineuses. Ainsi Sirohizobium meliloii., R.leguminsarum apparienant a
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Rhizobia sont capables d'induire la formation de nodules sur leur hote en synthétisant différents

types des polysaccharides sur leurs surfaces.

L'objet de ce travail est d'étudier la nodulation racinaire et la fixation d'azote chez
Rhizobium et les légumineuses aux niveaux cellulairgs, moléculaire. et les mécanismes qui

controlent la mise en place et le fonctionnement de ce type d*association symbiotique.

Nous présenterons dans un premier chapitre quelques connaissances acquises & propos de
"azote ainsi qu*une étude modeste sur Ie phénomeéne de la symbiose existant entre Rhizobium et
la plante léguminguse. Le deuxiéme chapitre sera consacré au phénomeéne de la nodulation et la
fixation d’azolc aspect morphologique. biochimique enfin le troisiéme chapitre Sera une dtude
génétique de la nodulation ou nous allons choisir  Sinorhizobium meliloti et Rhizbium.

leguminosarwm comme exemple pour cette étude.
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Chapitre I : Géne’raiités_

I-Azote
I.1-Définition

L'azote est un élément chimique de symbole N et de numéro atomigue 7 (1).il joue un
rble critique tani pour les protéines gue pour les acides nueléiques : dés lors. tous les organismes
vivants doivent le métaboliser pour survivre(2). Dans le langage courant; l'azote désigne le gaz
diatomique diazote Na, constitusnt majoritaire de I'atmosphére rerrestre, représentant presque les
4/5% de I'air (78.06 %, en volume) (1).L'azote est le 34° élément constituant la crotite terrestre par

ordre d'importance(1).

I-2-Formes d’azote dans la nature

1-2-1-Aznte innrganiqne

= Gazeux: N2, NyOz, NH3

«  soluté; NH4( amonium ). NO3(nitrate ). NO2 (nitrite).NO2Z (nitrite)

=  Minéraux (rares, trés solubles): Niter - KNO3 (salpétre, Golfe Persique) Nitratine - NaNO3
(Nitrate du Chili) ( Ndave . 1990 ).

{-2-2-Azote erganique )

& Acides aminés, protéines

s Nucléotides, acides nucléiques ( Ndoye , 1990).

1-3- Cycle de 'azote

L'azole se déplace sans cesse entre sa forme inorganique et sa forme organique il subit
difiérentes transformations chimiques et biologiques .Ces réactions aménent la production de
molécules et de composés azotés qui sont indispensables 4 la croissance des végétaux, des

animaix et des humains (4).

les échanges entre ses différentes formes sont connus sous le terme de eycle d’azote qui

est résume ici
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Chapitre [ ; Généralités

[

-qu_.l-c‘rwv:lrv =

b-ﬁ-d:rg-q e
Dhgan .
T atrmospraruee T . '
i
(e e e e ===
wisre === . Y E
I ——— FRassnit= —-——l
3 B =8 o :g L Srqnurpmda caess g . . : —
. - i it — - f_q
F= ) 3 'J- 4 &
FReEr=minrse )
rHﬁ;‘ﬁf Bancitnruss > ﬁl
|_bﬁ'ES. H d;pﬁtauu "-J L
= FIURTSRIE
I A :
|
Aroie dzrrvs et =il I ‘
drrmml B rer T pEET=eE)
.'3%- e szt 1HIFRT A& | rarT

Bupedien e =L [N7 T
_.F' FIE =L =l - Ualereesesincans "'-'_*‘-i-..=~

Fu;aur:m L

i - V =
FIxat-om, jtﬁt_,___ T —
O

-\lr-‘r ELI L BTl 1M s ' Ly== ".'.q_'!';p:":'.'.ll)c
I AT ey f I

(&= -t u . _
R - BRIl e T IS

T RIF AT I BR¢Enibrtfimatian

Q I e = j
W E § e i "
Y I ¥

Lessawags wers la nappe phestique

Figure 1 :Cycle d*azote (12)

I -3-1-Consommation des végétaux

Les plantes produisent de la matiére organique azotée (acides aminés et aufres

moléciles organiques azotées) a partir des sueres fabrigués par photosynthése et d’ions NOy

puisés dans le sol (3).

1 -2-2-Consommation des animaux

~

1.cs anirnaux utilisent Ja maticic organiguc azoide dos plantes pour fabrigucr lowr propre

matisre organique azotée. Les protéines de la viande, par exemple, sont produites 2 partir des

acides aminds fabriqués par les plantes ¢l mangés, soug forme de protéines végérales, par

I'animal (3)
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1 -3-3-Ammonification

Les décomposeurs du sol (baciéries, mycéies) ransforment la matidre organique azotée
provenant des plantes ou des animaux moris en CO; H;O el ammoniac (NHs)et /ou en

ammomum(NH, ) (5). (Au contact de 'eau, I'ammoniac se transforme en ions NHy") (3).

1 -3-4-Niirification

DCautres bactéries du sel, les bactéries nitrifiantes, wansforment e Niy en nitrate

(NQ3) cette nitrification se déroule en deux étapes:
[-3-4-1-Nitrosation

I ammonium el I'ammoniac sont transformés en nitriles NO2, sous ['action de bactéries

du genre "nitrosomonas” en phase aérobie (5).
I-3-4-2- Nitrsinllon

Les nitrites (NO2) a leur tour sonl transformés en nitrates (NO3) sous l'action d'autres

bactéries. du genre "nilrobacter”, en phase aérobie (5)-
1 -3-5-Dénitrification

Certaines bactéries du sol, dans certaines conditions, peuvent transformer 1'azote
minéral des sols (NOj) en azote atmosphérique (N.) inutilisable par les plantes (La
denitrification) . Ces aTant que le sol est bien aéré, elles ont peu de chances de se développer(3).
Mais si le sol est inond¢ (done privé d'oxygéne) il peut alors rapidemient perdre ses engrais

azotés (3).

I-3-6-Lessivage de I'azote minéral
81 le sol retient mal l'eau. l'azote minéral peut étre entrainé en profondeur vers les

nappes d'eau souterraines ou vers les cours d'eau avoisinants(3)

I -3-7- Matiére végétale ou animale exportée
Toute mati¢re vivante qui est enlevée du milieu ne sera pas recyclée en engrais azoté.

Clest le cas en agriculture ou lorsqu'on déboise une forét (3)
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[-4-Fixation de I’azote

L’azote moléculaire contenu dans l'atmosphére terrestre ¢ représenfe une réserve
pratiguement  illimitée d'environ 4.10% tonnes mais. pour élre assimilable par les végétaux
l'azote doit &tre combiné & d'autres éléments tels que I'hydrogéne ou l'oxygéne (3). La
transformation de I'azote moléenlaire en azote comhiné est appelée fixation dazote (Boguez et al.,
1985) . Nl est difficile de déterminer avec précision la quantité totale d'azote fixé Des valeurs de
I*ordre 200 & 250 tonne par an ont été avaneés (Hopkins, 2003).

On peut distinguer deux processus : la fixation biclogique apanage uniquement des
microarganismes fixateurs, et la fixation non biclogique portant sur I"azote minéral.
1-4-1-Fixation non biologique de I’azote atmosphérique, N2
[-4-1-1-Industric des engrais : Procédé HABER (1868-1934, Prix Nohel 1918)

30% de la quantité totale de I’azote fixé sont produits par la fixation industrielle de
Iazote. ce procédé industriel (conmi sous le nom Procédé HARER ROSCH ) provoque la
camhinaison da 1" azote at de 1° hydrogéne 4 des fempératures et des pression élevées (400-
450°C. 200 atm. catalvseur Fe) la lixation indostrielle de I' azote est un procédé courenx et
dépend étroitement des combustibles fossiles ,autant pour la fourniture d’hydrogéne ( gaz naturel
) que pour "énergie nécessaire ponr ateindre les fempératures et les pressions requises.
L'essentiel de I'azote fixé industriellement est destiné, sous forme d’engrais, a des usages
agricales * environ 1,5 Kg de pétrale est nécessaire nour praduire et livrer 1 Kg d’azote & une
ferme. (Hopkins 2003).
i~4-1-2-Les combustions indusivielles, des feux de forel, des gaz d’échappement

Représentent d’autres sources d°oxyde d’azote atmosphérique (Hopkins ,2003)..
1-4-1-3.-1es orages

Au voisinage des éclairs, les haules lemperatures ¢t pressions engendrées permetient la
formation d'exydes d'azote qui relombent au sol avec la pluie. I ¥ a 45 000 orages par jour sur

notre planete (3).
1 -4-2- Fixation biologique de ’azote atmosphérique N,

A "echelle mondiale [e reste de ["azole [ixe€, environ 60% de 1504) 90 miilion de 1onnes
par an est représentée par la réduction de "azote en ammoniac par des organismes vivants .Ce

processus st connu sous le terme fixation biologique de ["azote. (Hopkins ,2003).
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Les procaryotes qui fixent [’azote, nommés fixateurs d’azote comprennent a la fois des
organismes. libres ef des organismes, qui forment des associations symbiotigues avec d autres

organismes. (Hopkins, 2003).

i-4-Z-i- Fixateurs symbiofigues

la fixation symbiotique d’azote impligue des interactions anatomiques, morphologique
et biochimiques importantes enwe la plante héte et les microorganismes gul
I'envahissent.(TTepkins 2003).
« Rhizobium (bactérie) : chez légumineuses
* Frankia (actinomycéte) : chez ["aulne
» Anabaena (cyanobactérie) : chez Azolla
salgues : chez les champignons (lichens) ( Ndoye . 1990 ).
1-4-2-2-Fixateurs libres

les bactéries libres fixatrices d’azote, sont trés répandues Elles hahites les sédiments
marins ainsi que ceux d'eau douce, les sols, les surfaces des fenilles et des écorces.(Iopkins,
2003,
» Azospirullum (rhizosphére graminées tropicales)

sklehsiella premoniae

* Azotobacter Azomonas (aérobies)
= Clostridium Citrabacter...(anaérobies)
*Rhodospirillum rubrum ( Ndoye , 1990 ).

H-généralité sur la symbhiose Rljzohinm-légumineuse

11-1-Symbiose

Lo symhinse est ime assoeiation intime et durahle & hénéfice réoipragne entre deux
organismes hétérospécifiques (espéces différentes). Les organismes sont qualifiés de symbiotes,
ou. plus rarement svmbiontes | le plus gros pent étre nommé Fdie (6). La svinbiose peut &tre de

deux types :

= l'ectosymbiose : correspond a une relation ol les deux partenaires sonl extérieurs 1"un a "autre
(le symbiote vit 4 la surface de I"héte) (6).

« l'endosymbiose : le symbiofe est situé dans l'espace intercellulaire, intracellulaire
(intravacuolaire ou libre dans le cytoplasme) (6)

La symbiose chez Rhizobium -légumineuses est une endosymbiose dans laquelle le

Rhizobiym préleve de la plante les glucides néeessaires & sa mutrition ¢arbanée, tandis quela
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plante profite des substances azotées produites par la bactérie (7). L'interaction entre les

rhizabia er lewrs plantes hdtes induil la formation d'min nouy ¢l greane, anpelé 15 nodosité

racinaire (le nodule) (7).
11-1-1- Partenaires végétaux 1 planie des légumineuses

La famille des légumineuses est I'un des groupes des végetaux supérieur les plus
abondants et les plus diversifiés. elle est subdivisée en trois sous famille : Caesalpinioideae.,
Mimosoidea et les Fabacées (ex : Papilionoideae) (Guerrouj et al.2009). La premiére sous
famille est primitive, les deux autres sont plus évoluées : Mimasoidea tel que Acaeia(arbre),

les Fabacées tels que les pois les haricot la luzerne les tréfles | les genéts (Gobat et al.,2003).

Elle comporterait plus de 19000 espéces réunie en 750 genres et dont seulement 10%
ont ¢té examinées pour la nodulation racinaire ou caulinaire .Celle ¢i a ¢été observée dans plus
de 90 % des cas chez les Mimosacées et lexy Fabacées .En revanche, on trouve peu d’espece

nodulés ehez lex Caesaipinacées (Guerrouj et al. 2009) .
I1-1-2-Partenzires bactériens :Rhizobiz

Les Rhizobia soni des batonneis du sol Gram-négatils, aérobies, hét€rotrophes ei non-
sporulantes apparienant & la famille des Rhizobiaceae. Tls sont souvent arrangés seuls ou en
paites et motiles surtout lorsque les cellules sont jeunes. [Is ont upe taille variant de 0,5 a 0,9 pm
de largeur par 1.2 & 3.0 pm de longueur (Guillaume.. 2004) . De point de vue phviogénétique.

ces bactéries appartiennent 4 la classe des o protéobactéria .

Une caractéristique des Rhizobia est leur aptitude & infecter la racine ou parfois la tige
des égumineuses pour former des nodules . A ["état libre ces bactéries vivent en saprophytes sans

fixer 'azote (Duhoux et Nicel ,2004 . Myer et al).
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Tableau 02 : Les différents espéces des Rhizobia et leur plante hote (Zakihiaet de
Lajudi.2001-Weir, 2005 cité in Gharzouli R., 2008)

Espece

[ Planie hote

Kiziobim

R. legurninosarum
biovar tafolii
biovar phaseoli

R. tropici
Type 1l A

Tvpe [TB
R el
biovar phaseoli
biovar mirasae
R. hainagnonse
R, gallicun
biovar gallicum
biovar phaseoli

R mongolense

R galegae

biovar orieatalis
biovar officinalis

R. giardinii
biovar giardinii
Hiovar phaseali

R. huautlense

Mesorhiobinss
M Jeaii

M. huakuii,

M. zieeri

M. rianshanense

A e
AL sroditerraneus
1R FIrCsATI g L ERIEC SIS

{

M. plurifarium

L I QR [rr—
Wi At e

4
B, o Fysna T3 n7 Tt BT
Pigusme safivien, Vioia, Lathyrus, Lz

Trifolium pratense

Fhuseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris, Lencaena lewcocephaia

Phaseolus vulgaris, Leucaena leucocephala

Phasealus vulgaris
Mimuosa affinis Leucaena leucocephala, Phaseolus vulgaris L

Dasmodium sinuatum & othar plants of arid regiors

Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris

Medicago ruthenica

Galega orientalis

Galega officinalis

Phaseolus vulgaris
Phasealus vulgaris

Sexbania herbacea

Latus cornicidatys
Astragalus sinicus, Acacia
Cipes aricilpum

Glyeyrrhiza pallidiflora & other tropical plants

W

ey wrkatinian

r

Acacia. Prosopis

LR T .
| SRTOHRIET Frifi L s
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Sinorhkizobium
Sommelila
S. fredii
chemrovar fredil
chemovar siensis
S. sahelenye
biovar acaciae
blovar sesburiae
S.terangae
biovar acaciae
biovar seshaiae
S. medicae
8. kostiense

S arboris

Azorhizbinm
A, caulinodany

Azorhizobivem sp

Bradyrhizobium
B. japonicum

B. elkanii

B. liconingense

Bradvrhizobium sp

Alforhizobium

A -.-u-yu'u",-ﬂ‘,‘ru

SAL Teaiian

Msdipncp, Melilorus, Trigonelln

Glictise msx
Glycine max
Se.s‘fmmh hy2r
Aeacia spp

Seshania spp

Acacia spp
Seshawmia spp
Medicago
Aedcia, Prosopis

Acacia, Prosopis

Sexbania rostrata

Sesbania rostrata

Glyeine max. Glvcine soja
Glycine max

Glyeine max Glveine soja
Vigna, Lupinus, Mimosa
Acacia

Aeschynomene
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Les différents Rhizobiums se distinguent selon leur vitesse de croissance dans un milieu
svnthétique & base de glucose ef d'exirait de levore. En effet, on retrouve les Rhizobia a
croissance rapide (temps de génération inférieur & 6 heures) comme ceux du genre Rhizobium et
Sinarhizohinn sinsi que ceux A croissance lente (temps de génération supérieur & 6 henres) du
genre Bradyrhizobium, (Guillaume, 2004).
11-1-2-1-Types de souches
11-1-2-1-1-Souches infectives

Se dit d’une souche bactérienne capable d’infecter la racine et de produire un petil
nodule, fixateur ou non de couleur pale sans leghémoglobine . (Gobat et al,2003).
11-1-2-2-Souche effective
Se dit d’une souche bactérienne capable de produire un nodule actif, fixateur d couleur
range ou hien rose qui est due de Ta présence de leghémoglobine.( Gobat el al.2003).
11-1-2-2~ Isclement du Rhizobium
la méthode esi proposé par:Somasegaran e Hoben (1994): Beck et
al.1993) ;Vincent(1970) :
Asadik ei Elsoral2000) consisie & ;
s une extraction des plantes legumineuses et leur appareil racinaire.
Mantiellement.on essave de se débarrasser du sol 1ié an niveau des racines sans loute fois
endommager.les nodules.
» (Collecte environ 10 nodules 4 partir de chague plante les nodules sont détachés 0 Sem du
site d"attache avec une pince.
» unlavage des nodules pour éliminer les restes de terre. puis séchés avec du papier de filtre.
= une conservation des nodules par dissication qui sont réhydratés une nuit au réfrigérateur
danis de 1"eau distiilé puis abandonné pendant une heure & température ambiante.
s la stérilisation qui se fait par une immersion du nodule dans I’éthanol 495% pendant 5a10
secondes puis transférés immeédiatement clans un désinfectant pendant une duré de 344 min. Ce
demier peut étre soit dn calcium hypochlorite 45% ,de I’hydrogéne perroxidique 43% ,ou I'HCL
3 une concentration de 0.1%.ou chlorure de mercure acidifier.
e une élimination du stérilisant par ringage répété 4 I'eau distillé (7210 fois) selon I'agent
siérilisant.
& Ecrasement du nodule : dans une boite de pétri sont déposées 2 & 3 gouties d’ean distillé
stérile. Dans chacune d'elle es! déposé un nodule stérile . Avec une pince stérile on écrase le
nodule et 4 I’aide d’une anse de platine on ensemence une boite de milieu de Yeast Manitol Agar

(YMA) contenant do rouge conga,
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e l’ensemencement est réalisé selon la technique des guatre cadrons de maniére 3 isoler des
simples colomies.
s les boites sont incubées 72h a 28-30°C.
11-1-2-3-Morphologie ¢f cytologie dn Rhizohinm

Les Rhizobia sont des bacilles Gram négatif, mobiles par un seul flagelle polaire ou2 a6
Nagelles péritriches. ¢lles soni capables de croifre a une temsion de 0.07atm d"02 _Flles
produisent de grandes quantités de dépét visqueux extracellulaire, Elles métabolisent le glucose
par voie d Entrer-Doudroff.Elles fixeml NZ en condition microaéophiles.Certaines ‘especes
croissent comme des chimioautotrophe pour H2 (Somasegaran et Hoben. 1994 ;Pery et

al, :2004).

L’organisation structurale du noyau n’est pas bien définie .Les dimensions du noyau de
Rhizohium du tréfle sont de 0.3 4 0.8u (Allen et Allen.1950).

Les colonies des Rhizobia sont blanches opaque, ou laiteuses, transiucides. Les colonies
apaques ont peu de gomme mas les colames dense zant tomonrs gommenses: | ) antre colome
apparaient roiige ou rose et jaune mais ceci n’est pas stables (Somasegaran et Hoben, 1994).

II- 1-2-4-Caractéres antigénigues du Rhizobhinm

les techniques sérologiques ou immunologiques se basent sur la capacité des constituants
de |a cellule hactérienne a agir comme antigéne. danc de réagir avec les anficomps des vertébrés
Les plus utilisées sont I"agglutination , I"immunofluerescence , immunodifusion (Benguedouar,
2000).
11-1-2-4-1-Agglutination

C’est la liaison entre 'antigéne peut 8tré microscopigque ou macroscopique visible
comme masse agglutinat ou agrégat. la réaction d’agglutination dépend d'une relation
stracturale formé entre tne bactérie (rhizobim) qui expose anfigéne et |"anticorps (Samasgaran
et Hoben .1994).
11-1-2-4-2- Immunocfluerescence

Se sert d'anticorps marqué par le réactif fluorescent, eile permet de détecier deux
antigénes au plos sinmitanément L7 immunoflnerescence est également nfilisée pour "analyse

des cellules en suspension de section de frottis de (Rhizobium) (Burmster et Bezzuto ,1998).
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I1-1-2-4-3-Immunodifusion

[l s"agit de préparer des antigénes 4 partir des cellules de ( Rhizohium) et les faire ditfuser
avec I'antisérum qui contient des cellules somatiques de lapin. L’analyse se fait dans des boites
de pétri contenant Mimmunodifusion agar (Somasgaran et Hoben |1994).
[1- 1-2-5-Les conditions de croissance
- izobia étant des hacléries adrobies obligatoires. népessitent nn fermionte
(idéalement) capable de fournir de l'air stérile dans le milieu de culture. Tountefois, l'aération des

erlenmeyers agités est suffisante pour la culture des Rhizohia .Générdlement. au moins | Litre

o
i
Al
e
1.4-
s
=]
L
w
m

d'air par minute devrait étre fourni pour chaque 20 litres de milieu de culture (Dufiesne, 2004)

s Température : la température de evcissance idéale de la pluparl des Rhizobia varie entre 25
et 30°C. Bien que la température ne soit pas un facteur limitant de croissance, il est important de
mainteniv une lemperature optimale afin que le temps de fermentation demeure le plus court
possible. Une agitation soutenue est nécessaire afin que la chaleur soit bien repartie et que
l'oxygene diftuse adéquatement dans tout le milien de culture afin de ne pas asphvxier les
bactéries. L'agitation permet également de bien mélanger tous les éléments nutritifs dans le
miliew culivre (Dufresne, 2004)

 PH de milieu : les Rhizobia croient confortablement dans un milieu oit le pH est prés de la
neutralité. Tous les Rhizobia sont affectés par Tacidité et, S meliloti ést le plus sensible (pH 5.0)
alors que Bradyrhizobium japonicum est le plus résistant (pH 3.2 4 4,0).

e e volume de I'inoeulum : Finalement. le volume de I'incenlum va ¢galement grandement
influencer la culture des Rhizobia. En effet, plus le volume de I'inoculum est important, plus le
temps de latence sera court et la concentration de cellules maximum sera atfeinte rapidement. Tls
varient selon les chercheurs, les souches et la nature des milieux de culture utilisés (Dufresne,
2004)

11-1-2-6-Les exigences nutritives

¢ Sources de carbone : Les Rhizobia wiilisenr différentes sources de carbone. s utilicent les
monosaccharides, les disaccharides et en moins grande importance les trisaccharides, Tes alcools
ef les acides. Les pentoses. tels les arabinoses et les xvloses sont les sources de carbone ane
préferent les sonches & croissance lente (Burton, 1979).La capacité des Rhizobia 4 ntiliser des
hvdrates de carbone dépend en partie de 1a nature du milien de cuhture, du potentiel d'oxvdo-
réduction, de la taille de I'inoculum &t de la méthode de culture. Le sucrose, le mannito! et le
glyeérol sont les sources de carhone les plus commmément ntilisées dans la composition des

milieux de culture dans le secteur industriel (Burton, 1979).
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s Les facteurs de eroissance : Sont des composés organiques que I'on peut ajouter au bouillon
nutritif afin de combler les besoins en certaing constituants cellulaires (Gu leurs précursenrs)
indispensables & la croissance lorsque gu'une bactérie en question ne posséde pas les endlmes
nécessaires fin de les svnthétiser (Dufresne. 2004). Les acides aminds et les vitamines font
parties de ces facteurs de croissance qui doivent étre ajoutés au milien de culture des Rhizobia.
L'extrait de levire est utilisé afin de combler les hesoins en vitamings. acides aminés et en azote
inorganique. La demande en facteurs de croissance est simple et varie selon I'espéce et la souche
gui est utilisée. Les Rhizohia nécessitent une. toutes ou plusieurs des comhinaisons de certaimes
vitamines telles la biotine,thiamine, riboflavine et pantothenated ¢ calcium (Dufresne, 2004). Par
example . § . melilofi nécessite tniquement de la biotine comme source de vitamine. Bien que
certaines souches de Rhizobia puissent utiliser le nitrate et Tammeonium cofilme source d'azote,
nne meillenre eroissance est normalement ohservée lorsqne des acides aminds de faibles paids
moléculaires sont ajoutés (Burton, 1979).

o Olign-éléments (microaufriments): les Rhizobia ont éealement besoin d'olizo-¢léments afin
de combler leurs exigences nutritives tel le cobalt, le manganése, le zinc et le fer. Les oligo-
éléments font normalement partie des enzymes et des cofactenrs aidant ainsi Ia caralyse des
réactions et le maintien de la structure des protéines .Le cobalt aide a prévenir contre la toxigité
reliée an nickel et au cuivre alars que le zine ef le manganése. 3 de faihles coneentratinns.
stimulent la croissance des Rhizobia . Pour sa part, le fer faif partie de la ferrédoxine qui est une
protéime qui agit comme plaque toumante dans le mécanisme de transfert d*électrons (Dufresne.

2004). !

* Les sels minéraux ; Sont essentiels au bon développement des Rhizobia, Encore une fois,
c'est T'exivait de leviire qui Foumnit les concenirations adéquates de calciom. de patassiom et de
magnésium. Puisque que les Rhizobia dans les nodules sont nourris par la plante héte, il semble
raisonnable de penser que leurs besoins en sels minéraux sont semblables (Dufresne. 2004). A
démontré gue le calcium stimmlait la croissance des Rhizobia et qu'a de faibles concentrations
(0,1 ppm), la période de latence était plus longue, 1a phase exponentielle érait plus conrte, Te tanx
de croissance dans la phase exponentielle était plus faible ou bien on observait une diminution de
la production de celliles. Le potassium, pour sa part, agit comme un régulateur einzyrnaﬁque
dans la synthése des polypeptides bactériens. Le magnésium est un élément essentiel pour la
croissance car il jone égalemen! un rdle de régulatenr enzymatique. Une déficience en cet

€lément produit une division anormale des cellules (Dufresne, 2004).
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1-Nodulation
La nodulation ¢st le processus par lequel s'‘exprime ia symbiose cnire des baciérics
fixatrice d'azote et la plante hbte spécifique qui est ciblé engendrant Le nodule (Dufresne, 2004)
i-1-Le nodule
les racines des légumineuses portent de nombreux nodule ou nodosités qui sont des
arganes globulenx | irréguliéres . isolés ou encore plus ou moins eoncrescents.ils sont engendrés
par Dinteraction entre les racines des légumineunses et les bactéries du genre rhizobium qui
permet la plante d acquérir la faculté de fixer directement 'azote atmosphérigue et sa
transformation en ammoniaque ( Gobat et al,2003 ;Macheix et al,2005. Dufresne, 2004)
I-1-1- Type de nodules
» Nodules déterminés
On trouve un méristeme diffusé. a une duré de vie limiié 4 une dizaine de jours et le
nodule est plus ou moins sphérique avec des tissus centrales uniforme, le primordium nodulaire
est initié dans la région extemne du coriex Jon les trotve chez ; luzerne, réfle, vesce, ( Duhoux et
Nicol ,2004 ) (8).
= Nodules indéterminés
On distingue le méristéme apical 4 activité persistant, qui donne naissance a toute la
structure dit nodule de maniére basipgie (forme cylindrique parfois ramifié) avee une zanation dit
tissu central, le primordium nodulaire est initié dans le cortex inteneure de la racine. On les

trouve chez: seja. haricol. { Duhoux et Nicol .2004) (8).
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Figure 2 ; Les dilTérents types de nodules chez les Légumineuses (Vernie,2008).

11-1- 2- Organisation du nodule

Un nodule indéterminé mature est caractérisé par des tissus spécifiques périphériques et
ecentraux  lia région périphérigue comple trois types de fissus, de [Mexiérieur vers
Pintérieur.(Verni¢ ,2008):
» Le cortex. constitué de grandes cellules vacuolisées
o L'endoderme
» Le parenchyme, qui contient les faiseeaux vasculaires
La région centrale 2st divisée en quatre zonss 3 partir de "apex :
-Zone périphérique méristematique (zone 1).: A activité contimue .elle assure la formation et la
croissance du nodule .Elle est formée de petites cellules qui ne sont jamais envahies par les
hactéries: (Heller eral, 2004).
-Zone d’aceroissement de nodule (de préfixation (zone II).) : Riche en amyloplaste ol le
cordon diinfection libére les bactéries 4 [intérisur des cellules qui se mnltiplient activement.

(Heller et al, 2004).

- Zone bactérienne fixatrice d’azote (zone IiI).: De couleur rouge ol 'activité fixatrice est

indmite ef les bactérioses différenciés. (Heller et cail. 2004). (Gobar et al, 2003).
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-Zone de dégénéreseence (de sénescence (zone IV).) : De couleur verdatre o les bactérioses
dégénerent et sont dégradés par Ia plante. Un systéme vasculaire permettant les échanges entre I
zone fixatrice et la plante hdte s’y installe. (Heller et al, 2004). (Gobat et al, 2003),

tandis que le nodule indéterminé se différencie en plusieurs zones, le nodule déterminé
mature possede nniquement une zone de fixation (zone 11T) . (Vernié 2008)

Le centre du nodule est entouré de faisceaux conducieurs dans lesquels e xyléme est
externe, le phloéme est interne. disposition inverse de la disposition normale dans une racine,
(Heller et al, 2004).

Racine

l‘

zone de sénescence (zone IV)

o,

Saeot cartey

Vascular fisstia

Gilonm, yiem) zone de préfixation(zone I1IT)

Endodermis Zone bactérienne fixatrice

(zone IT)

zone méristeratique (zone I)

Figure 3 : Organisation de nodule chez les Iégumineuse( Ndoye , 1990 ).

La nodulation, la eroissance des nodules et la fixation de l'azote dépendent d'un certain
npmhbre de facteurs, dont l'exeés ou le manque dhumidité, tes concentrations de nitrates dans le
sol, le pH du sol, les maladies, la teneur en matiére organique, la température et la qualité des
Rhizohinm, (9)
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I-1-3-Principales étapes de la formation et de développement du nodule

L organogénése des nodosités depuis [Dinfection jusqu'au développement, est

aujourd’hui parfaitement bien connu. Les étapes sont ;

I-1-3-1<Aftraction

L’ attraction des bactéries par les racines des plantes hbte semble d*abord impliquer un
chimiotactisme posilif’ . aulrement dit les bactéries sont attirés chimiquement par des composés
phénoliques flavonoides ( flaven , flavnone , isgfiavone et flavonol, chalcones.... ).(Basdeviveise
et al.2008. Hopkins,2003. Heller et al..2004).

Lz capacités de ces flavonoides a attirer les bacteries varie selon le type de flavonoides
e selon les vhizobia. Certains flavonoides peuvent méme inhiber V'expression des génes nod
impliqué dans le processus de la nodulation.(Vemié ,2008).

D'autres molécules sont égalment requises pour |attraction  comme ley béraines &
érythronique et les acides Teironic, qui peut égalemenl agir comme des inducteurs. ).

(Basdeviveise et al., 2008 : Hopkins, 2003 : Heller et al.,2004).
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Figure 4 : Exemples de structures chimiques de flavonoides (Godfroy . 2008)

1-1-3-2-Reconnaissance ef attachement

1.a premiére étape dans Pinstallation de la symhiose consiste en la reconnaissanice et
I"attachement des bactéries sur la plante.
& Attachement via la rhicadhésine : Dans les conditions alealines . un protéine d'adhésion
spéeifique, la rhicadhesine , est présente 4 la surface des cellules des espéces des Rhizobium et

de Bradyrhizobium ., 1.a récadhesine esi une protéine affine pour le caleium et apére en se liant 4
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un récepteur présent sur la surface bactérienne, et un autre domaine & une moléecule présente sur
la surface du poil absorbant. par I'infervention des ions calcium impliquées dans ["ancrage de Ia
thicadhésine 4 la surface thizobienne . (Modigan et Martinko ,2007) (Gobat et al.,2003).
(Vernié_.2008)-

Lo |
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4

Tigure 5 : Attachement des Rhizohium au poil absorbant par I'intermédiaire de la

rhicadhesine (Vernié,2008)

s Attachement via les léctines : Dans des conditions acides ,D)’autres, substances comme Jes
lécrines qui imerviennent | eiles sont des glveoprotéiney végétales | ainsi que des véeepteurs
spécifiques présents au nivaux de la paroi des cellules vegetales et qui ont une particularité de
reconnaitre 2l de se lier spécifiquement avec différents plucides .¢lle paraissent reconnaifre des

polysaccharides complexes localisées & la surface des bactéries( symbionte). (Hopkins,2003),

en plus des récadhésines léctines et d'exopolysaccharides, d'autres facieurs

physicochimiques pourraient également jouer un rle dans ["attachement. (Hopkins.2003)
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Figure 6 : Le lien entre le Rhizobium et le poil racinaire par le biais de la lectine

exapolysaccharides (Vernie, 2008)

1-1-3-3-Formation de pré-nodule ( primordium nedulaire )

Avant d’envahir leur hdte. les Rhizobiums émetient des signaux mitogénes qui stimulent
la division de cellules du cortex. ces cellules en division forment le méristéme primaire du
nodule(primordium) | délimitant aingi I3 région dans laguelle le nodule s¢ développera . un
second cenire de division apparait dans le péricycle.ces deux masses de cellules en division
pourront éventuellement fusionner pour farmer 1& nodule camplet, (Hapkins,2003),
I-1-3-4-Invasion du poil absorbant et formation d’un cordon d’infection

|.es bactéries pénétrent le poil absorbant par son extrémité & la suit de leur aftachement .
extrémité du poil absorbant se courbe en forme de cross (crosse de berger) dénommeé Hae (« root
hair curling » courbement des poils) sous I” aclion des substances exerétées par les haciéries
(facteurs nod) les cellules bactériennes peuvent alors pénétrer dans le poil ainsi altérés ol elles
induisent la [ormation par la plant d’un evlindre de cellulose et hémicellulose ( une chaine
lindaire de cellules bactérienne) qui court au travers du poil grice a I"apport de nouveaux
matériaunx membranaires véhiculés par des vésicbles golgiennes qui fasiannent avec Ié cordan
d’infection)vers le cortex racimaire o0 il se ramifie au niveau de la nodule en
formation (Modigan et Martinko ,2007 ; Hopkins.2003).

La fagon dont les bactéries percent la paroi cellulaire comporte une dégradation partielle de
la parai cellulaire il a é1& maontré que las hactéries libérent des enzymes telles que pectinases,

hémicellulases, et cellulases qui toutes dégraderit le matériel pariétal. (Hopkins, 2003).
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1-1-3-5- Libération et transformation des cellules bactriennes en bactéroides

Quelques bactéries sont libérées & "extrémité du cordon d’inféction par tn processis
d’endocytose dans des ceflules du primordium nodulaire. ces bactéries qui dans le cordon ne
<'étaient pas divisées , se mettent 4 praliférer et continuent d*envahir le nodule qui eroit de plus
en plus et se charge d’ un pigment rose la léghemoglobine . A ce stade ont pris des formes plus
au moins globuléuses .devenarit ainsi des hactéroides dowés des propriétés nonvelles et capables
de fixer Iazote atmosphérique . Ils se sont pas épars dans le cytoplasme , mais enfermés dans des
vesicules limitées par une membrane périhacteraidienne d"enigine végétale ( Hellert a1 ,1998) e
tout forme /e symbiosome . La membrane péribacteroidienne contient des composés différents de
ceux de la membrane cellulaire végétale, 4 fonction d*échange enfre la bactérie et le evtoplasme

de la cellule-hote.(Gobat et al,2003).
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Figure 7:Stade d’endocytose des bacterie (Duhoux e1 Nicol ,2004),

Des connexions vasculaires s’établissent avec le systéme vasculaire de la racine e
role de ces connexion est d'importer dans le nodule le carbone issu de la photosynthése et
d'exporter I’ azote fixé vers les auires parties de la plante.(Hopkins,2003).
1-1-3-6-8énéssance du nodule

Les nodosités dgées d’environ deux mois se détachent spontanément et se déiériorent en

libérant leur contenu portéique dans le sol. il en va de méme aprés la mort des végétanx | les
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acides aminds et les protéines s’accumulent dans le sol ot ils sont reminéralisés. (Dupuy Y et al

2005 . Madigan er Martinko ,2007).

Figure 8: Etapes de la formation d”un nodule dans une racine (Chataigne, 2007) .
i-2-Biochimie de la nodulation et de la fixation de I'azote
J-2-i-Les protéines impliqués

1-2-1-1-Nitrogénase

Est un complexe protéique multimérique bactérien composé de deux protéines de taiile
différente. Ta protdine la plus petite est un dimére de dewx sous wnités polypeptidiques
identiques. La masse moléculaire de chaque Sous unités varic de 24 a 36 KD, selon I’espéce
bactérienne .Flle est appelée proréine a fer (ou dinifrogénase réductase) car le dimére contient
un cluster unique de quaire ions fer liés & quatre groupements soufres (Fe4Sy).(Hopkins,2003).

I.a plus grande protéine du complexe nitrogénase est appelée proféine MoFe (protéine
& molybdéne-fer ou bien la dinitrogénase ), c¢'est un tétrameére formé de deux sous- unités o et
deux sous- umités § dent la masse moléculaire total est de 220KD. Chaque proigine MoFe
contien! dewx fons molybdéne sous la forme d’un cofacteur fer- molybdéne-soafre.La protéine
MaFe contient également des elusters FeySymais dont on ne connait pas le nombre exacte. Il

varie en foriction de ’espéce et sa condition biologique. (Hopkins,2003).
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C’est au niveau de Ja dinitrogénase que I'azote moléculaire est réduit en ammoniac

tandis que la dinitrogénase réductase assure le transfert des électrons. (Duhoux et Nicol .2004).
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Figare 9: Structure moléculaire de nitrogénase (Basdeviveise, 2008).

1-2-1-2-Leghémoglobine

Protéine trés proche, par sa structure ef sa fonction, de I'hémoglobine des vertébrés.

Transporteuse d oxygéne. elle colore en rose on rouge les nodosités fonctionnelles. elle possede

un groupement prosthétique (I’héme) synthétisé par les bactéroides , et une partie protéique

fabriquée par la plante{ Gobat et al.2003). .C’est Tié & |a Leghémogiohine que I"oxygéne est

amené 4 I'oxydase terminale de la chaine respiratoire bactérienne. La Leghémoglobine est un

produit, tme praprieté émergente du systéme symbiatigue. ( Gobat et al,2003)
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Figurel0 : Structure tertiaire de la Leghémoglobine (Duhoux et Nicol ,2004)

1-2-1-3-Protéine NOD (factenr NOD)

Les facteurs Nod sont des lipooligosaccharides composés de 3 4 5 Bl-4N-—
Acétyiglueosamines portant sur leur sucre non réducteur un groupement acyle et sur lours
denx extrémités des substituants divers (fucose, sulfate. acétyle, carbanoyle) dépendant de la
souche bactérienne (Chataigne,2007). Ces lippochitooligoméres sont séerétés dans le milieu
externe ef vant déclencher une série de modifications chez la plante. Tls sont impliqués dans
les stades les plus précoces de la reconnaissance entre les deux partenaires et induisent les

modifications du poil absorbant. débutant ainsi I'organegendse du nodule.( Chataigne, 2007)

. HS
HNCQ -
H.CCO -

e N
H.NCO -} f \
H,CCO - \

(-c18:0
-8
-c18:2

| - S18x3

< =C18:4

- C16:0

-C4i8:1

-Cci8:2

L,-iC‘i i3

= - urase, Me fucese
- Wis fucose SO;H
~arabinose

) /{: glyt:'érdl

=N O,

CHy

Figarell: Schéma structural d'un facteur Nod (Chataigne, 2007).
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I-2-1-4-Ferredoxine
1.a ferrédoxine chez les hactéries symbiotiques est une protéine de 11 kDa faihlement
liée & la membrane qui contient un centre [Fe-8]. C'est la protéine transporteuse des électrons

du fervers le molvhdéne,( 14)
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Figure 12: Structure tertiare de.la ferredoxine (15)
I-2-2-Mécanisme biochimique
1-2-2-1-Réduction de Pazote (N;)en ammoniac{NH;)
Le progessus de fixation d'azote moléeulaire de ["air a licu dans la nodule, mais cétte
propriété est limitée a la seul bactérie .la conversion de I’azote moléculaire en ammonium est

réalisé grice & un complexe enzymatique nommeé nitrogénase La réaction globale de tixation de

I"azote moléculaire est la suivant : (Duhoux et Nicol ,2004).
N, +8; +8H' +16 ATP ME ONH; +H, +16ADP+16P,

La réduction de diazote se déroule en deux étapes
s La premiére étape: La protéine Fe est réduite par un domneur primaire d éléctron .
habituellement la ferrédoxine (une petite proteine de14KD contenant un groupment fer-soufre) .
les éléctrans sont transportés par le fer, qui pent se trouver soit 4 1"état de fer ferreux rédnit (Fe™ )
soit & I’état de fer ferrique,oxydé(Fe™ ).(Hopkins,2003).11 est intéréssant de noter que /a
ferrédoxine participe non seulement 4 la fixation de Pazote. mais quelle est gussi un

transporteur d’électrons important dans la photosynthése. (Hopkins, 2003).
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e La seconde étape: La protéine Fe réduite transfére les électrons a la protéine MoFe , qui
catalyse 4 la fois la réduction du diazote gazeux ef la production d”hvdrogéne. Le rdle précis de
I’ATP est de réagir avec la protéine Fe réduife est d’intervenir dans le transfert des électrons
entre la protéine e et la protéine MoFe. (Haopkins. 2003). L’ammoniac libéré s’approprie un
autre proton pour donner de I’ammonitm (NH;"), que les végétaux peuvent absorber (Campbell
N.A et al,2004)

L’ATP, les électrons et les protons utilisés proyviennent de ’oxydation des acides
organiques (malate suceinate. fumarate) issus de la conversion de saccharose produil par la
photosynthése du  végétale qui est apporté par le phleéme jusqu'a la

nodosié. (Basdeviveise. 2008).

1-2-2-2-Assimilation de. ammonium

L7 ammonium est transformé en glutamine puis en aeide glutamigue suivis de Palanine
et de 1aspartate (Basdeviveise,2008). en se combinant 4 I"acide cétonique dérivé du métabolisme
des glucides produits par la photosynthése. Cela nécessite deux enzymes :GS la glulamine
synthétase et GoGAT la glutamine-2-cétoglutarate aminotransférase ou glutamate
svnthétase chez les nodule indétermings les acides aminés formés sonf exportés dn nodule vers la
plante sous la forme asparagine et glutamine et sont utilisés pour la synthese protéique. (Dupuy

Y _2005) et sous Torme d'nréides dans les nodules détérminés. (Vernia, 2008).


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

Chapitre 1 : La nodulation

R = cellule (nTecres COax O
== A - G -
I wu ,‘.‘ - B . ‘
/f."""'l—b‘o"
; E ~ -
SlgFrs _-.—: 5 |::1-;]_',|| s 5:;: x
=iLcinav= K E = ‘ / o
N GilrogeEngse - ‘ A=
A Ny DlwogengmENE
f‘ — —— _
S arose < - i .:.v~ =
+ \ Espaagis
- = ] ghe fu thali= ' " -1 -
=2 & pliotesyuiliness W R R
mar le phloame e xyleme

Figurel3 :La division de travail entre bacteroides et racine de fabacées
pour la fxation de Na (Basdeviveise, 2008)
[-2-2-3-Nitrogénase et I'oxygéne
la nitrogénase esl inhibé par "oxygéne. mais le métabolisme des bactéroides , comme
celui de la cellule héte est aérobie .Un compromis entre ces deux exigence existe gréce & trois

processus appelés pratection conformationelle : (Modigan et Martinke ,2007) .

* La diffusion de PO, : Par les espaces intercellulaires jusqu’aux bactéroides est limitée, car

les tissus corticaux de la nodosité sont compacts el peut permeéables A "oxygéne . (Basdeviveise,

2008).

= Les respirations des bacteroides : Les bacteroidas dans [es cellules hate sont trés nombretix
(800 Dbactéroides par cellule chez le soja) consomment la majeur partie de 1'02.
(Basdevivaise. 2008).

e La synihése d’une hémoprotéine fixant réversiblement 1’0, : La leghémoglobine, protéine
qui facilite le transport de Poxygéne aux bacteroides . a une faible pression partielle, sans

endommager le complexe nitrogénase. (Duhoux et Nicol ,2004).
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I - Les principales groupes des génes
Plusieurs groupes de génes bactériens et végétaux contribuent 4 la nodulation et 4 la

fixation biologique de I’azote.

I-1-Premiers stades de nodulation : Avant |'infection de la racine

I-1-1-Chez la bactérie
Les génes nod ou génes de la nodulation ( contrdlent 1'infection) sont activés par les

flavonoides des exsudats racinaires émis par 1"hote . Ils sont au nombre de 20 2 30 , localisés sur
un plasmide géant appelé plasmide Sym( pour symbiose)et chez d'autres espéce sur le
chromosome .Les génes sont les suivants.(Hopkins, 2003. Dupuy Y .2005).

+ Génes communs (ned ABC) : Ils codent pour le squelette chitino-oligosaccharidique des
facteurs de nodulation (facteur NOD) reconnu par des kinases végétales (Hopkins,2003).Des
mutations au niveau de ces génes codant au phénotype nod-(les bactéries n’arrivent pas &
déclancher la formation d”un nodule) (Sharma ¢f al. 1993, Gage. 2004 cit¢ in Gharzouli, 2006).
uodC code pour une protéine qui s”incorpore sur la membrane de la surface bactérienne et peut
intervenir dans le déplacement de la baclérie vers la plante.nodA et nodB peuvent produire des
composants & faible poids moléculaire favorisant la croissance des plantes, en stimulant la
division cellulaire (Gage,2004 ¢ité in Gharzouli, 2006).

» Géne régulateur (ned D) : Est transcrit de maniére constitutive , son produit est la
protéine NodD qui est influencée par les exsudats racinaires (les flavonoides ), ainsi son produit
(protéine NodD) se lie aux sites régulateur /es( nod —box) opéron porteurs des autres génes nod
en activant leur ranscription .( Gobat et al.,2003.Hopkins,2003).

s Génes de spécificité (nod EFGHOP) : Ces génes de spécificité d’hote appelés aussi les
hns (host specificity of nodulation) , codent des enzymes, catalysant la décoration du squeletie
oligochitinique a l'aide de substitutions particulieres (sulfate, acétate, méthyle...)qui conférent
aux facteurs Ned leur spéeificité.(Hopkins.2003). Une mutation au niveau de 'ces génes a pour
effet de provoguer un changement de la spécificité de la souche & son héte ; exemples : la
mutation au niveau des génes nodE et nodF peut réduire ou retarder la nodulation de Rhizobium
leguminosarum (Pelmont,1995 cité in Gharzouli, 2006).
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11 existe d’autres types de génes impliqués dans la mise en place des décorations qui sont
les génes nol et noe (noek, ou nolL.....). (Godfroy_0O. 2008).(10).(11)
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Figure 14: Dialogue moléculaire entre la racine et les Rhizobiums ( Gobat et al. ,2003)
[-1-2-Chez la plante

° Genes codant des recepteurs pour le facteurs NOD : Ce sont des récepteurs
appartienant 4 la famille des récepteurs kinases LysM-RLKs (LysM- Receptors Like Kinases)
possédant un domaine kinase coté intracellulaire C-terminal (RLK, Receptor like kinase) un
domaine sérine/thréonine kinase, un domaine ceniral transmembranaire et des motifs riches en
LysmM (interaction avec les facteurs NOD) coté extracellulaire N-terminal. 1l pourrait y avoir
deux types de recepteurs, un confrélant l'infection de la racine par la bactérie, I'autre aurorisant la
courbure des poils absorbants et |’activation des cellules corticales . ( Godfroy.2008).Chez Lotus
Japonicus ce sont les génes LINFRS el LINFRT (NFR] et NFR5) (Nod Factor Receptor) alors que
chez Medicago truncatula ce sont les génes MILYK3, (LYSM domain containing receplor like
Kinase 3) MiNFP (nod factor perception) ( Godfroy.2008).

» Les génes DMIZ2 : codant pour une recepteurs-Kinase qui pourraif étre impligué dans la
perception des deux types de signaux symbiotique bacterien et fongique (Denarié et al
.,2004.cité in Gharzouli ).
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s Les génes DMII :codant pour une protéine largement répandue dans le régne végétale
mais absente chez les animaux . cette protéine est indispensable pour générer les vscillations
periodique de la conceniration en calcium .ils s’agit d’un canal jonique. (Denari¢ et al 2004,cité
in Gharzouli )

e Les génes DMI3 : code pour une proteine —kinase, calcium et calmoduline depondante
dont la fonetion et vraisemblablement d'interpreter des signatures calcique .cette proteine
intervient en aval que DMIlet DMI2 dans la voie de signalisation (Denarié et al ., 2004,cité in
Gharzouli ).
1-2-Stade tardif de nodulation

Le développement d’un nodule fonctinnelle néeéssite IMintervention d'an auire groupe de géne.
1-2-1-Chez la bactérie
s Génes nif ou géne de la nitrogénase (responsable du pouvoir fixateur)

[ls sont an nomibre de 20,0rganisé en 8 unités de transcription découvert égalentent sur des
plasmides bactériens sont impliqués dans la synthése des constituants de Ia nitrogénase et dans la
fixation de 1"azote Il intervient seulement aprés la formation du nodule la transcription des
opérons njf étant elle méme sous le contréle d’un géne rif régulateur (Dupuy Y.2005).Ces génes
sont décrits chez Kiebsiella. Elles sont constitué de génes nifD qui code les deux sous unités o et
les génes nif K qui code les autres deux sous unité fi. (William 2003cité in Gharzouli, 2006).Les
génes nif H qui codent la dinitrogénase réductase formé de deux sous unités identique ¥.
(Modigan et Martinko ,2007) . Les 5 génes nif QB .V, Net E codent pour des protéines dont le
produit est impliqué dans la biosynthése et 'assemblage du cofecteur Fe-Mo. Alors que le produit
des génes nif Fet J sert au transport des électrons synthétisés par la flavodoxine et le pyruvate
flavodoxine oxidiréducteése .Le produit des génes nif S et U prend une place dans le processus de
la dinitrogénase el celle de nif M dans le processus de la dinitrogénase réductése (Werner, 1992

cité in Gharzouli, 2006).

Le géne nif A code une protéine régulatrice positive qui-active la transcription des autres
génes nif. (Modigan et Martinko ,2007).

Nif L est un régulateur négatif de 1’expression des génes nif (Modigan et Martinko ,2007)

La fonction de nif W, XY et Z est non connue. (Werner,1992 cité in Gharzouli, 2006).
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= Génes fix

Ne sont présents que chez les fixateurs symbiotigues code pour tne ferrédoxine

implqué dans transport des éléctrons dans le transport vers la nitrogénases. (Hopkins,2003).

11 existe dautres génes sont également nécessaires en particulier des géhes impliqués
dans la synthése des composants de la paroi bactérienne comme des exopolysaccharides (géne

exo, exs,pss), lipopolysaccharides (géne /ps) ou B-glucane (géne ndv). (Heller et al, 2004).
1-2-2-Chez la plante

Les nodulines sont des protéines exprimées dans les plantes hotes en repense & des
stimulis provenant des bactéries symbiotiques.on distingue des nodulines précoceset des

nodulines tardives .
o (:tnes de noduling précoce (KNTHD & early nndnling)

sont exprimés pendant le processus dCinfection et le développement de nodule
(Vernié.2008) leur réle n’est pas clairement établi.lls semblent impliqués dans la production de
la membrane plasmique qui délimite le cordon d'infection ainsi gue dans la formation du

‘méristéme nodulaire. (Hopkins, 2003).

e Génes de noduline tardive

L’expression des nodulines tardives coincide plus ou moins avee le début de la fixation
d’azote et la maturation du nodule (Verni¢,2008) , eclles semble impliquées dans le
fonctionnement et la mainienance de la nodule . La leghémoglobine est la noduline tadive la plus
abondante .D'autres nodulines tardives comprennent des enzymes qui comme [ uricase ou la

glutamine synthéiase interviennent dans le métabolisme de I"azote fixé. (Hopkins, 2003).
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I1- La voie de perception et de transduction de facteur NOD
T1-1-Structure et localisation des proteines impliquées

11-1-1-Les protéines de la famille des LysM-RLK

Ces protéines, se localisent au nivesu de la membrane plasmique des cellules et de la
membrane des cordons d’infection .qui présentent toutes un peptide signal, trois domaines LysM,

un domaine transmembranaire 6l un domaine sérine/thréonine kinase, peuvent ére classées en

» Type NFP ef LYRI ; dont le domaine kinase ne présente aucun des wois domaings
fonctionnels caractéristiques ( Arrighi et al.,2006)

» Type LYR2, 3 et 4 : dont le domaine kinase présente la boucle d’activation ( Arrighi et
al..2006).

s Type LYK : dont le domaine kinase qui présente les trois domaines fonctionnels semble

posséder une activité enzymatique (Asrighi et al..20006)

s Type LYR5 et 6 : qui présente la méme structure que le type LYK, mais qui est
phylogénétiquement éloigné des protéines LYK et des autres LYR  ( Arrighi et al..2006)
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Figurels ; Structure de la protéine de la famille des LysM-RLK ( Arrighi et al..2006)
[1-1-2-La protéine DMI2

Présent an niveau de la membrane plasmique des cellules et de la membrane des cordons
d’infection se compose, du coté N-terminal au C-terminal, d’un peptide signal qui permet
I'adressage de la protdéine a la membrane plasmique, d'un domaine prédit powr &re
extracellulaire et présentant trois répétitions de type « leucine rich repeat » (LRR). d’un
domaine transmembranaire (TM), et d’un domaine, prédit pour étre intracellulaire, de type
serine/thréonine kinase ( Limpens et al., 2003)
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Figurel6 : Structure de la pratéine DMI2 ( Limpens et al., 2005).
11-1-3-Ia protéine DMI]

DMI1 est Jocalisé au niveau de enveloppe nucléaire des poils absorbants .Le
réticulum endoplasmique qui est en continuité avec I'enveloppe nucléaire constitue une réserve
intracellulaire en calcium importante. Ceci suggére que DMI1 pourrail étre impliqué directement
dans la génération du caleium spiking. (Kelly-Skupek et Irving, 2006).

La séquence déduite de la protéine DMI1 présente une homologie faible mais
significative avec-des canaus ioniques bactérien. Un domaine riche en proline et un domaine de
type « leucine zipper » du coté N-terminal suggérent des interactions protéine-protéine. Quatre
domaines transmembranaires permetient d'ancrer la protéine dans la membrane nucléaire. Du
coté C-terminal deux domaines TrkA-N et TrkA-C présentent une homelogie significative avec
l¢ domaine RCK de la protéine Mi{hK (Methanobacterium thermoautotrophicum potassium
channel) qui régule le passage des ions potassium dans le canal. (Kelly-Skupek et Irving, 2000).
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Figure 17 : Structure de la protéine DMI1I (Kelly-Skupek and Irving, 2006).

I1-1-4-Proteine de DMI3

une protéine kinase dépendante du calcium et de la calmoduline (CCaMK) La protéine
DMI3 se localise de facen tirés stricte dans le noyau des cellules racinaire (Smit. et al.
2005).présente une double sensibilité au calcium de par son domaine carboxy-terminal de type
visining présentant 3 mains-EF et de par son domaine central auto-inhibiteur pouvant lier la
calmoduline, Ces deux domaines de sensibilité au calcium permettent le fonctionnement du
domaine N-terminal : une sérine/thréonine kinase précédée d’une séquence d adressage au

noyau (NLS).(Vernie,2008)

NLS Site de liaison & la calmoduline

/. |
[
Site .dl liaisen domninl auta- t I ]

alaTpP inhibiteur Mains~EF

sarine.f thréonine demaine de type visinine
kKinase

Figure 18 : Structure de la protéineDMI3).(Vernie.2008)
s processus d’activation d’une CCaMIK

DMI3 posséde une structure unique présentant une double sensibilité au calcium,
L’activité du domaine sérine-thréonine kinase N-terminal de la protéine est en effet régulée

d"une part par un domaine ceniral d’autoinhibition qui pent lier la calmoduline, et d’autre part
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#

par un domaine de type visinine C-terminal, présentant trois mains EF capables de lier chacune

un ion caleium (Sathyanarayanan, et al. 2000).

Ce type de protéine, nommé CCaMK en anglais pour « Calcium and CalModulin
dependent protein Kinase », a éé identifié pour la premiére fois chez ¢ lis. Les analyses

biochimiques de ¢ette protéine ont permis de proposer un mode d’activation. (Vemie ,2008).

Les ions calcinm libérés au cours du signal calcigque se fixent sur les mains EF du
domaine de type visinine, ce qui induit une autophosphorylation de la protéine,
(Sathyanarayanan, et al., 2000) (Sathyanarayanan, et al., 2000) . Cette autophosphorylation
déclenche une modification de conformation qui angmente ’affinité du domaine central pour la
calmoduline. Cette protéine, qui a elle-méme fixé des ions calcium, vient alors se fixer & la
CCaMK an niveau du domaine central et [éve ainsi ["inhibition que ce domaine exerce sur la
kinase, permettant ainsi la phosphorylation des cibles et la transduction du signal calcique

(Sathyanarayanan, et al.. 2000) .
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Figure 19 ; Processus d’activation d’une CCaMK (Sathyanarayanan, et al., 2000)
[1-1-5- Autres protéines

Les protéines G, sont associée avec les changements dynamiques du cytosguelette
microtubulaire et d actine, elle est formées de trois sous unités (a, B et y) fixées 4 la face interne
de la membrane plasmique sont activées par un récepteur membranaire (Kelly-Skupek et Irving,
2006).
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NSP1 proteines régulatrices de la famille GRAS (Giberellin-insensitive, Repressor of
Giberellic Acid,Scarecrow-like) (554 Acides Aminés),a localisation nucléaire de. (Smit, i al.,
2005).

NSP2 protéines régulairices de la famille GRAS (Giberellin-insensitive, Repressor of
Giberellic Acid, Scarecrow-like) (508 Acides Aminés) localisé dans I*enveloppe nucléaire .
avant traitement aux facteurs Nod et relocalisation de NSP2 dans les noyaux des poils absorbants

aprés ajout de facteurs Nod. (Smit, et al.. 2005).

[I-2-Modéle de perception et de transduction de facteur nod chez M.
truncatula

Le modéle est proposé avec les protéines précédemment citées (de la voie de
perception et de transduction de facteur nod ) découvertes chez m. truncatiula, le « récepteur
d’entréen constitué des récepteurs-like kinases, LYK3 et d’une autre protéine qui pourrait &tre

NFP mais " interviendrait pas dans la voie de signalisation menant & Nexpression des nodulines

précoces. (Oldroyd et Downie; 2006).

Le « récepteur de signalisation » serait constitué de deux réceptenrs-like kinases
possédant chacun trois domaines LYSM : NFP ¢t une deuxiéme protéine de type LYK. Un autre
récepteur-like kinase, DMI2, interviendraif lors de la transduction du signal .La cascade de
phosphorylation suivart la perception des facteirs Nod impliquerait la production d’un second
messager via les phospholipase. (Oldroyd et Downie, 2006)

Les nucléoporines nécessaires aux oscillations calciques, pourraient étre impliquées
dans le passage du second messager vers le noyau. DMII, un canal 4 cation serait activé et
controlerait Ia libération du calcium via des canaux calciques de ['enveloppe nucléaire, Associé &
des pompes caleiques utilisant de I"ATP et permettant de reconstituer le stock de calcium, il
contrblerait les oscillations caleiques. Ces oscillations calciques nucléaires activeraient DMI3,

une protéine Kinase calcium calmoduline dépendante. (Oldroyd et Downie, 2006)

DMI3, peut-étre, régulerait 'expression des nodulines précoces via les protéines de type
GRAS, NSP1 et NSP2 ainsi que les facteurs de transcription ERN .Un complexe formé
d*homodiméres de NSP1 et NSP2, interagiraif via NSP2 ayec DMI3 et se lierait sur le promoteur
de la noduline ENODIT via NSP1.. réguleraient ["expression de la noduline précoce ENODI ]
(Oldroyd et Downie, 2006 ).
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Les données pharmacologiques nous indiquent que dans les secondes qui suivent la
perception des facteurs Nod par la plante il se produit un influx d’lons calcium accompagné par
un efflux de chlore et de potassium, quelques minutes apres .des protéines-G et une signalisation
lipidique sont probablement mises en jeu pour générer les oscillations calciques ,aprés quelques

heures une réorganisation du cytosquelette qui conduit & la déformation des poils absorbants et

4 la réorientation de leur croissance apicale. (Godfroy.2008).
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Figure 20.Madéle proposé pour la voie de perception/transduction du signal «facteurs
Nod » au niveau du poil:absorbant (Oldroyd et Downie, 2006).

ITI-Régulation de 1a fixation azotée

Chez kebsiella preumoniae Ie géne nifd code une protéine régulatrice positive qui
active la transcription des autres génes structurels nif, alors que nifL est un régulateur négatif de
Pexpression des pénes nif #nifl contient une molécule de FAD (FAD est un enzyme rédox des

flavoprotéines), qui est impliqué dans la détection d*0; par la protéine.

Lorsque "oxygéne est en quantité suffisante, nifL fonctiorme en arrétant la transcription
des génes mif afin d"empécher la synthése de la nitrogénase sensible 4 I"oxygéne.
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L’ammoniac réprime la fixation de Ny par I’intermédiaire d'une seconde protéine,
nommeée Nre. dont I"activité est régulée par |a teneur en azote de la cellule ,.Lorsque I’ammoniac
est limitant, Nire est active, et promeut la transcription de nifd La protéine dactivation de la
fixation d'azote , nif4 est alors produite et la transeription de #if commence .

L’ammoniac produit par la nitrogénase ne réprime pas la synthése d’enzyme, car
aussitol formé, il est incorporé dans des formes organiques de Iazote et utilisé pour la
biosynthése .Mais lorsque 1’'ammoniac est en exces (comme dans les milieux naturels ou les
milieux de culture), la synthése deé la nitrogénase est rapidement réprimée.de cetie fagon. I'ATP
n’est pas gaspillé en fabriquant un produit déja disponiible en grandes quanitités, (Modigan ef
Martinko 2007).

Chez certaines bactéries fixatrices d*azote, I’activité de la nitrogénase est aussi régulée
par l'ammoniae, dans un phénoméne nommé ammmnia switch-ff effect.Dans ce cas 'excés
d'ammonize produil une modification covalente de la dinifrogénasc réduclase, ce qui se traduit
par une perte d’activité de J'enzyme .Lorsque ’ammonium devient & nouveau limitant . celte
protéine modifiée est reconvertie en sa forme active et la fixation de N, répond. (Modigan et
Martinko ,2007).

IV-Surface cellulaire rhizobienne

Les bactéries de la famille des Rhizobia sont de type -proteobacter. et possédent une
physiologie classique de Gram négatif .Ainsi, leur paroi est composée de trois parties : une
bicouche phospholipidique, la frontiére entre le milieu externe et le cytoplasme, puis une couche
de peptidoglycanes séparéc par un espace périplasmique de la membrane externe, Cetie
membrane externe asymétrique est constituée sur sa face interne de phospholipides et de

lipoprotéines ei, sur sa couche externe, de lipopolysaccharides. (Chataigné ;2007).
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Au voisinage proche de la membrane externe, une couche supplémentaire composée de
polysaccharides capsulaires entoure la bactérie.(Chataigné ,2007) Une troisiéme catégorie de
polysaccharides se trouve encore plus en surface des bactéries : les exopolysaccharides: Ils sont
continuellement secrétés dans la rhizosphére ou dans le canal d’infection, mais leur production
est stoppée une fois le nodule atteint. Dans les conditions de stress hydrique, ces polysaccharides
transforment leur environnement en gel afin de maintenir uné couronne humide autour de

bactérie. (Chataigné ,2007).
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Figure 21: Structure de la Surface cellulaire Rhizobienne (Chataigné .2007)
IV-1-Polysaccharides de surface
1V-1-1-Les exopolysaccharides (EPS)

Ce sont des composés extracellulaires abondants accumulés sur la surface cellulaire et
séerétés dans "environnement de la cellule Deux types d’EPS sont aftachés 4 la membrane
externe des bactéries : les B- glucanes cycliques, généralement situés dans [espace
périplasmique, mais pouvant aussi ére séerétés et les EPS acides, hétéropolyméres complexes,
avec des unités répétées d’hexoses (7 a 9) et souvent des substituts non carbohydratés comme les

groupéments succinates, pyruvatesou acétates ( Fraysse et al., 2003)
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TV-1-2- Les polysaccharides capsulaires (KPS) : PAntigéne K (CPS)

Au contact de la surface de la bactérie se trouvent les polysaccharides capsulaires.Ceux
de la famille des Rhizobia sont composés de sucres appartenant 4 la famille de Iacide 2-céto-3-
désoxy-ulosonique (Kdo), noiés Kdx.. Ces polysaccharides ont une structure analogue & ceile de
"antigéne KRS d"E. coli, c'est pour cela que les initiales KPS leur ont été attribuées. Un motif
consensus a pu étre établi : il s’agit d*un polymeére de disaccharide composé d'un Kdx er d’un
hexose ou d"un acide uronique. (Chataigne, 2007) Ces polyméres peuvent atteindre 30 kDa (pour
Sm4 1) mais leur masse molaire est en moyenne de 7 4 12 kDa. (Chataigne, 2007).

lls sont en général facilement identifiables sur un gel de polyacrylamide car ils se
colorent an bleu d*aleian (colorant cationique formant une paire d’ions avec les Kdx). La nature
particuliére des Kdx les rend sensibles a I'hydrolyse acide.C'est cetie propriété chimique qui
ndifit e grande di-,er.nrif.é Aang la taille nhservée dee KPS qni n’met nas .f.hﬁgam?rem'mt

représentative des formes synthétisées in vivo, (Chataigne, 2007)

R4 CH,OH o1 COOH
R>: OH ou NHAc

R NHAc ou OH

R4 OH ou NHBUOH
Rs: H. CH=. CHQO'H

Figure 22: Modéle consensus structural des KPS établi

par Reuhs ¢ af. en1998 (Chataigné,2007)
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Tableau 2: Composition des unités répétitive des KPS en fonction de la souche

(Chataign,2007)
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IV-1-3-Les lipopolysaccharides (LPS)

Les LPS sont composés de trois parties : 1) le lipide A qui permet d’ancrer la molécule
dans la bicouche phospholipidique, ii) un oligosaccharide de coeur, iii) un antigéne O. Les LPS
s¢ distinguent en deux classes suivant leurs tailles. Leur nom provient de la forme qu'ils donnent
aux colonies bactériennes, Lorsque les colonies présentent un contour irrégulier, ils sont appelés
=LPS : r pour « rough ». Lorsque les colonies présentent des conlours réguliers les LPS sont dits

s-LPS, s pour « smooth ». (Chataigne_2007).

Les - LPS ne sont constitués que d'un lipide A et d'un oligosaccharide de coeur: Les
sLPS sont quant 4 eux composés d'un lipide A, d'un oligosaccharide de coeur et des unités
répélitives formant I"antigéne de type O.

Une analyse sur gel d'acrylamide permet de les identifier. La coloration en jaune, apres
traitement au nitrate d’argent, est caractéristique de ces composés ¢n partie lipidiques. Sur un gel
de polyacrylamide, les 1-LPS, de petites tailles, migrent le plus rapidement que les s-LPS.
(Chataigne_2007).
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Figure 23: Schéma structural des LPS. (Chataigne_2007).
IV-2-Rale dans la nodulation

IV-2-1-Les exopolysaccharides (EPS)

lls ont des fonctions non spécifiques comme la prolection contre des slress
envirannementaux, |’ atiachement aux surfaces ou ['approvisionnement en outriments ,mais aussi
des roles spécifiques lors de 'interaction symbiotique Rhizobium -Légumineuses en inhibant la
défenses des plantes (Vernie2008).

L absence des exopolysaccharides bactériens provogue chez la plante la production
excessive de composés phénoliques qui colorent en brun les racines et provogquent ung apoptose
des cellules infectées, dinsi que la mort des bactéries. De plus, le cordon d'infection ne progresse

pas et des aberrations (poches) apparaissent (Chataigne. 2007).
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IV-2-2-Les pelysaccharides capsulaires (KPS)

Leur rdle dans la symbiose fixatrice d’azote est & ce jour inconnii. Peu d*études ont été
réalisées pour comprendre leurs modes d'action. Iis pourraient avoir un simple un réle passif de
proteciion lors des changements brusques d’environnement (passage du sol a la planie) et faces
aux défenses de Ja plante (antibiotiques de nature peplidique) et au choc alcalin.
(Chataigne,2007)

TV-2-3-Les lipopolysaccharides (LPS)

Des mutants de rhizobia altérés pour la synthése des LPS sont incapables de maintenir
la propagation des cordons d’infection alors qu'un ajout de LPS purifiés peut stimuler la
formation des cordons d'infection. Ces mulanls sont aussi altérés pour la libération puis la

différenciation des bactéries en bactéroides (Vernie, 2008).

Les LPS sont capables d’inhiber des réactions de défenses de la plante dans les étapes
plus tardives de |"infection. lorsque les EPS ne soni synthétisés, en empéchant la mise en place
du choe oxydant (Scheidle er ¢/, 2005) .

En influant gur I"hydrophobicité des membranes . les LPS pourraient avoir deux toles :
faciliter la pénétration des cordons d’infection en contrant les défenses de la plante et obtenir des
nodules fixatenrs en jouant sur I’hydrophobicité de la membrane bactérienne. L'augmentation de
I"hydrophobicité des membranes bactériennes pourrait créer un rapprochement avec la
membrane péribactéroidienne et ainsi faciliter les échanges des composés. Les LPS pourraient
aussi faciliter la différenciation des bactéroides en conférant plus de plasticité & leur membrane

(Chataigne, 2007).

V-Génétigue de la nodulation chez Sinorkizobium meliloti
V-1-Définition

Sinorhizobium meliloti (anciennement Rhizobium meliloti) est une bactérie un o-
proteobacterium, gram négative du sol qui forme des nodules fixateurs d'azote sur les racines de
certains genres de plantes légumineuses, notamment Medicago (Medicago sativa, truncarula ),
Melilotus et Trigonella. (16)
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V-2-Génome
Comme de nomibretx Rhizobium. S, meliloti posséde un génome relativement grand en

trois parties : un chromosome deux mégaplasmides, pSyma et pSymb.

V-2-1-Chromosome

Le chiromosome de 3.7 Mb comporte des génes impliqués dans le métabolisme des
acides nucléique, toutes les enzymes impliquées dans 1a glycolyse et la gluconéogengse, excepté
le fructose-1 glucongogenic, le biphosphatase 6 (chbF), trouvé sur le pSymB, les régulateurs
correspondants & la synthese des EPS , y compris MucR, ExoR, ChvIG, et PhoB; ainsi que des
genes codant des enzymes de la biosynthese des LPS (LpxABCDK, LpsABCDEL, KdsAB,
KdtA) et des CPS(rkpAGHIS and rkpK-lpsL) .ce réplicon diffuse également l'information
génétique pour des processus de mobilité et de chimiolactisme, interaction d’hote (génes putatifs
de virulence), aussi bien que des réponses de stress. (Capelaetal..2001)

Le chromosome de S.meliloti contient au moins 57 génes impliqués dans le
métabolisme et la réplication d'ADN, y compris le polA et les génes de géne de I'ADN
polymérase [ codant le o le B, le 8 ', le &, le v, et les sous-unités de T de 'ADN polymérase IIL
(Capela et al..2001)

Le chromosome soutient égalment les génes nécessaires pour le transport d'ammonium
(amiB) et assimilation, y compris deux des trois synthétases de glutamine, de glnA, de gInT (la
iroisieme copie, glnll, est située sur le pSymB), et des deux sous-unités de synthése de glutamate
(gltBD). Les régulateurs chromosomiques incluent : (i) neuf facteurs de o ; (ii) 166 régulateurs
de transcription avec un grand nombre (31 membres) appartenant 4 la famille de LysR : (iii) 11
systémes de normalisation de deux-composant complei plus huit kinases d'isolement
additionnelles d'histidine ; et (iv) un LuxIR-type systéme de quorum-détection (Capela et al,2001

V-2-2-Mégaplasmide pSymA

Le pSymA contient des génes probablement & impliquer dans le métabolisme d'azote et
de carbone, les transporte, les soumet & une contrainte. et des réponses de résistance, et d'autres

fonetions qui donnent 4 S. meliloti un avantage dans sa place spécialisée.( Barnetta et al.,2001)

taille de pSymaA appelé pNod-Nif, on pRmeSU47 s'est étendnes de 1.325 4 1.42Mb quii
est comparable 2 la taille de quelques génomes bactériens entiers .Groupé dans une région de
275 kb; ceux-ci incluent des génes nod exigés pour la synthése du facteur NOD aussi bien que
les génes de nol et de noe, qui sont codés dans six operons sur le pSymA . nodD]1, nodD2, et

nodD3 eodent Ie LysR-type régulateurs transcriptional qui activent 'expression de ces operons
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en réponse aux signaux d’hote ou en tant qu'éiément des circuits de normalisation signal-

indépendants. ( Bametta et al..2001).

SyrM et SyrB sont des régulateurs codés sur pSymA qui fonctionnent également dans
ce circuil de régulation Les génes nif et fix se trouvent également en dessous de la région de 275
kb ,de méme que faire des génes codant la réductase de protoxyde et génes requis pour le
calabolisme des bétaines. Cependantexcepté le syrB et un lieu qui influence l'efficacité

symbiotique , peu a éé connu en dehots de cette région de 275 kb.

Récemment, une déshydrogénase d'alcool (adhA) et le regulon de rhizobactin (rhbl) ont
été physiquement tracés au pSymA. . ( Barnetia et al,2001)

V-2-3-Mégaplasmide pSymB

Le megaplasmide de 1.683 kb. désigné sous le nom du pSymB; pExo;, ou pRmeSU47b,
est connu pour porter de diverses cluster de génes impliquées dans la synthése
d'exopolysaccharide(EPS) : exo/exs . exp ou psy e transport de C4-dicarboxylate (detA), de
phosphate (phoCDET) ¢t Jo métabolisme de lactose qui sont exigés pour la formation des
nodules de racine . (Turlough etal., 2001)

D'autres cluster de génes sont également présentes sont impliquées dans des activités
cataboliques telles gue 'utilisation de protocatechuate et la dégradation de phosphonate sont
egalement présentes . Les fonctions de ces genes sont compatibles & la notion que le pSymB
joue un rdle important dans la compétence saprophytique des bactéries dans l'ervironnement de
sul.Presque 20% de pSymB porte des génes codant des systémes de prise de corps dissous, plus
dont étaient de la famille des ATP-binding cassettes. (Turlough et al., 2001)
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Figure 24: Les trois réplicons du génome chez S.melilti

(Turlough et al ,2001. Barnetta et al.,2001)
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V-3-Exopolysaccharides de chez S.meliloti

Deux types d'EPS sont produits chez S.melilofi (succinoglycanes EPSI et
galactglucane EPSID).Les faibles concentrations de phosphate stimulent la production d'EPS II,
tandis que de fortes concentrations de phosphate augmentent considérablement la production

succinoglycane.

V-3-1-Succinoglycanes (EPS I): Un intérét particulier & été porté aux succinoglycanes
présents a la fais chez Sinorhizobium meliloti et Agrobacterium. Leur siructure @st constitude
dunités répétitives d'octasaccharide (8 2 12 meéres), composées en général d'hexoses (le plus
souvent du glucose et du galactose) plus ou moins substitués par des pyruvates, des succinates ou
des acétates (substitutions non carbohydratés). Ils peuvent &tre lindaires ou ramifiés, Les sucres
sont reliés entre eux par une grande vanéte de liaisons (alpha ou béla. 1-2, 1-3 ete...).
(Chataigne , 2008).

V-3-2- Galactgluecane (EPSII) : Certaines bactéries telles que S melilotf sont capables de le
produire,Elle différe de maniére significative en structure dENV L. C'est un polymére de |'unité
de répétition de disaccharide composée de glucose acétylé et d'un galactose pyruvylated couplés
par les liens a-1,3 et B-1,3 glycosidiques (Skorupska , 2006)
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Figure 25: la structure des deux types des exopolysaccharides (Skorupska, 2006)
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EPS 1 et II sont sécrétées dans deux fractions importantes reflétant différents degrés
de polymérisation de sous-unité | HMW - Poids, se composant des centaines aux milliers
d'unités de répétition (polyméres de 106 - 107 DA) et des LMW - de faible poids moléculaire qui
représentent des monomeéres, des diméres et des triméres dans une cas d'EPS [ et d'oligomeres
(15-20) dans un cas d'EPS II (Skorupska ,2006) , mais seulement les formes de LMW soit
succinoglycane ou EPS 11 sont actives dans !'invasion des nodules. (Chataigne .2007)

V-4- Biosynthése des EPS

Les génes impliqués dans la biosynthése des exopolysaccharides (exo/exs ou

pss) .
Lies protéines synthétisées par ce groupe de genes sont de quatre types : les enzymes impliquées
dans la biosynthése des précurseurs de sucre, les transférases responsables de l'assemblage de
l'unité répétitive, les enzymes responsables des substitutions non-sacharidiques et enfin celles
permettant o polymérisation des unitde wépdtitives enfre elles et lexport des FPS,
(Chataigné .2007),

La biosynthése des EPS représente un processus multi-étape et dépend d'un complexe
protéique localisé & la fois sur les membranes intérne et externe, Elle débute par la formation
d'un précurseur, nucléotide de sucre diphosphorylé (par exemple UDP-glucose), transféré sur un
accepteur le undecaprenydiphosphate (UndP :pp- prenol). L'unité répétitive est formée dans le
cvioplasme et sera ensuite transférée vers le périplasme dans lequel se déroule la pelymérisation.
Le polysaccharide est acheminé vers la membrane externe par des transportewrs de type ABC
(Glucksmamn ef al. 1993).

V-4 |-Suecinoglyecanes
la biosynthése de succinoglycan est dirigée par 21 exo et génes d'exs, situés dans un
cluster de génes de 30 kb sur le megaplasmid symbiotique pSymB dont quelques génes
importants pour la biosynthése succinoglycan et son réglement (exoC, exoR, exoS, mucR,
exoD)) qui ont €t€ tracés sur le chromosome (Skorupska ,2006)
V-4-1-1-Biosynthése d'un nucléotide de sucre
exoC code pour une phosphoglucomutase qui ransforme le glucose- 6-phosphate en glucose-1-
phosphate qui est le précurseur de UDP-glucose ( Skorupska ,2006). Intervient ensuite le géne
exoB qui code pour une UDP-glucose-4-épimérase qui convertit UDP-glucose en UDP-galactose
qui est le donateur des résidus de galactose (Canter Cremers ef al, 1991). les précurseurs,
diphospho-sucres de mucléotide (UDP-glucose), sont séquentiellement fransférés & la chaine
croissante de polysaccharide attachée a un accepteur (UndP :pp-prenol) pour donner les résidus
de glucose (Alexandra G M et al .,1993)
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La mutation des génes exaB ou exoC induit la non-production des EPS, mais affecte
gussi la biosynthése d'autres polysaccharides tels que les LPS et les glycanes cycligues.
V-4-1-2- Biesynthése d*unité répétitive
ExoY sest une galactosyltransférase. qui initie I"assemblage des unités répétitives de EPS par
I"addition galactose, qui est ajouté au transporteur de lipides (undecaprenol-diphosphate :
PP-prenol) (Skorupska et al., 20086).
exoF : est le géne codant pour la protéine permettant la liaison entre le galactose et
I'undecaprenyl-diphosphate (transporteur de lipides) (Skorupska e/ al., 2006).
ExoA, ExoL, ExoM, Exo0, ExoU et ExoW : sont les glycosyltransférases qui vont gjouter
séquentiellement les sucres de 'unité répétitive,
ExoZ, ExoH, et ExoV : vont introduire les motifs non-saccharidiques (Skorupska et al., 2006).

V-4-1-3-Polymérisation des unités répétitives et I'export des EPS

Les fractions de LMW succinoglyeane penvent &tre produites soit par polymérisation
partielle ou par dépolymérisation des produits HMW par l'action d° endoglycanases spécifiques.

(Glenn et al., 2007)
+ Polymérisation partielle do LMW de succinoglycane

Les produits des génes de exoP. Exot, et exoQ .ExoP est proposé de participer & la
détermination de la longueur de la chaine du polymére .Le ExoP et des protéines Exot sont
impliqués dans la biosynthése du dimére succinoglycane et les molécules qui forment le trimére
fraction LMW. Le ExoP et des protéines ExoQ agir de concert pour produire la fraction
suceinoglycane HMW (Glenn et al..2007) .

¢ Dépolymérisation des produits HMW de succinoglycane

Est médiée par un fendage de HMW succinoglycan par des endoglycanases : ExoK (-

1, 3-1, glucanase 4) et ExsH {depolymerase succinoglycan). (Sarah, 2007)
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ExsA. : sont des homologues aux transporteurs d'ABC et sonf importante pour le transport et
I'acheninement vers le milien externe des EPS entiers. (Chataigné ,2007.8korupska et al.. 2006)
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Figure 26:Biosynthése de 1'unité répétitive des EPS I de S. meliloti( Skorupska ,2006).

V-4-2- Gailactoglucane

Les génes de biosynthése de galactoglucan sont situés dans un faiscean de génes de 32-

kb sur pSymB qui est composé de 21 génes organisés en ting opérons putatifs. La nomenclature

de ces génes, précédemment nommé le groupe exp , a éié récemment révisée. Les cing opérons

putatifs sont comme suit: WGA (expa) (neuf génes),; SGAC (expC) (un seul géne). wggR (expG)
(un seul géne). WGD (expD) (deux géues), et GTE (buit génes). (Marketon et al,,
2003).Cependant la voie de leur biosynthése n'a pas encore été élucidé dans le démail. (Glenn et

.al', 2007).
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VI-Génétique de la nodulation chez Rhizobium léguminsarum
V1-1-Définition
R.leguminosarum est un symbiote o-protéobactéries Gram négatif fixatrice d’azote elle

est divisé en trois biovar
% biovars trifolii, forme des nodules chez Tréfles (#rifolium)
» biovar phaseoli forme des nodules chez 1"haricot (phasgolus)

> biovar viciae forme des nodules chez pois (Pisumespéces), lentilles et vesces (vicia.Lathyrus.)

(Young et al ,2006)
VI-2-Génome

Toutes les souches de R. Jeguminosarum avoir plusieurs plasmides de grande taille,
msais le nombre et la taille des plasmides varient selon les souches. Ce grand nombre de
plasmides distingue R. leguminosarum des autres rhizobiums pour lesquels des séquences
génomiques complétes ont été déterminés. (Young et al ,2006)

Prenons 'exemple de R. lesuminosarum biovar viciae (RLV) la souche 3841 qui
posséde un génome de 7.751.309 de paires de bases, dont 65% se trouve dans un chromosome
circulairé &t les autres sont dans six plasmides circulaires pRL12 ,pRL11,pRLI0O pRLY ., pRL7 €1
pRLB .(17)

Un de ces plasmides (pRL10) porte les génes de la nodulation et la fixation de l'azote,
mais la fonction de la grande majorité des génes d'origine plasmidique est inconnue a l'heure
actuelle (Young et al ,2006)
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Tableau 3 . Statistiques de génome pour les Rhizobium leguminosarum biovar viciae 3841
(Young et al. .2006)

Mean
Pratein- protein rRNA (RNA
Replicon Base pairs Y G+C .
coding genes | length (2. | operoms genes
a.)
Chromosome | 5057142 6l.1 4736 309 3 32
pRLI12 870021 61.0 790 335
pRLIL 684202 61.0 635 318
pRLID 488135 59.6 461 304
pRL9 352782 61.0 313 337
pRLZ 147463 58.7 141 306
pRL7 151546 57.6 189 224
Overall 7751309 60.86 7265 309 3 52
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Figure 27: Les sept réplicons du génome chez R. leguminsarum
(Younget al. .2006)

VI-3-Expolysaccharides R. leguminsarum
VI-3-1- Définition

La méme unité de répéiition conservée d'octasaccharide de I'EPS, composée de glucose,

d'acide glocuromique et de galactose .Cependant. certaines contraintes de R. leguminosarum

séerétent EPS, dont 1'unité de répétition differe dans la teneur en sucre et la longueur de la chaine

latévale. Dans R leguminosarum hv trifolii la sous-unité d'EPS composée de sept sucres.
supplémenté d'un galactose terminal de la chaine latérale, a été décrite. D'une part, dans le
rhizobium leguminosarum by viciae 248 Tunité de répétition avec de l'acide glucuronique
additionnel dans la chaine latérale ont ét¢ rapporiés. (Skorupska, 2006). Le modéle de la

décoration autre que du sucre avec des résidus d'acétyle, de pyrovyl et de hydroxybutanoyl s'est

avére différent pour plusieurs contraintes de R leguminosarum. (Skorupska, 2006).
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Figure 28: Structure de différents exopolysaccharides chez R. [éguminosarum

(Chatdigne.2007)

VI-3-2- Biosynthése des exoplysaccharides
VI-3-2- 1-Biosynthése d'un nueléotide de suere
pssA : La biosynthése de I'EPS dans le R leguminosarum est lancée par le transfert d'un UDP-

glucose au porteur de lipide fixé i la membrane cytoplasmique. L'enzyme impliguée dans ce

processus, glucosylique-IP-transférase, est codée par le géne conservé de pssA. (Skorupska.
2006)
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VI1-3-2- 2-Biosynthése d’unités répétitive

pssD) de pssE : Dans ['étape suivante, un glucuronosyl- (B-1.4) - fransférase glucosylique codé
par pssD et de pssE catalyse I'addition d'un résidu acide glucuronique. (Skorupska. 2006).

pssC : L'addition du deuxiéme résidu acide glucuronique dépend de 1'activité du produit de géne

de pssC, un glucuronosyl-f-1.4-le glucuronosyltransferase .( Skorupska,2006).

Des étapes suivantes de la synthése acide d'EPS ont été mal éiudiées, bien que de génes pssF
de; le pssG; le pssH, le pssl, le pss] et le pssS codant les glycosyltransferases et le pssR putatifs
et les génes de pssM prévus pour coder les enzymes de modification d'EPS aient été identifiés
dans le R Jeguminosarum BV viciae. (Skorupska, 2006).
exoB du R leguminosarum BV (rifolii est 'enzyme impliquée dans la biosynthése d'un UDP-
palactose, qui est le donateur des résidus de galactose (Skorupska, 2006).

VI-3-2- 3- Polymérisation des unités répétitives et I'export des EPS

pssT, de pssN et de pssP codent les protéines qui forment le systéme de séerétion et de
polymrisation impliqué dans l'ensemble el l'exportation de I'EPS dans le R leguminosarum bv
trifolii . (Skorupska, 2006).

pssL code une protéine agissant dans la translocation de 1’unité répétitive de ['intérieur au feuillet

externe de la membrane cytoplasmique. (Skorupska, 2006).
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Figure 29 : Biosynthése de l'unité répétitive des EPS de R.Léguminsarum (Skorupska, 2006).

VI-4-Lipopolysaccharides
V1-4-1-Biosynthese des lipopolysaccharides
Vi-4-1-1-Kdo2-lipide TV,

Price et ses collaborateurs en 1994 ont démontré que R leguminosarum et R. etli
possédés une activité enzymatique se recoupant avec celle des enzymes de E. cofi impliquées
dans 1a synthése du précurseur .Ainsi, sur le précurseur UDP-N-acetylglucosamine deux acides
gras sont liés en position 2 et 3 par LpxACD. LpxH substitue la position 1 de I'entité obtenue
précédemment. (Chataigne, 2007)

LpxB va permeitre la liaison entre une glucosamine diacylée et la glucosamine diacylé

et phosphatée. La position 4 de la glucosamine non réductrice est alors substituée par un
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phosphate et KdtA ajoute enfin les deux Kdo sur la position 6 de celle-¢i (Raetet al., 2002).Clest
4 ce stade qu'intervient la substitition alcoxy-acyl, par un acide gras normal chez lez bactéries
usuelles mais 4 trés longue chaine chez Rhizobiaceae ce qui représente la plus grande spécificité
de leurs lipides A . L'enzyme responsable de cette modification est LpxXI. gui associé a un
donneur d'acide gras AcpXL permet de modifier par une chaine grasse en C28 ou C30
'hydroxyle de ’acide gras porté par I"azote de la glucasomine. (Chataigne.2007)
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Figure 30:Biosynthése du Kdo; -lipide A chez R.leguminosarum (Chataigne,2007)
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V1-4-1-2-Oligosaccharide de ceeur

Une fois l'ancre lipidique du LPS synthétisée. la biosynthése de l'oligosaccharide de
coeur peut débuter. Une seule étude a été realisée pour déterminé les enzymes responsables de la
biosynthése de ["oligosaccharide de coeur pour la famille des Rhizobicene. Cette étude porte sur
1a souche R.Jeguminosarum. Pour cetie souche, le Kdo2-lipideIVA sert alors d*accepteur pour la
biosynthése du coeur, Un mannose est fixé sur le Kdo interne grice a la protéines LpeC. Des
glycosyliransférases (LpcA et LpcB) permetient ensuite I'élongation de ’oligosaccharide de
coeur (Kadrmas et al.. 1998)

Une fois l'oligosaccharide de coeur synthétisé l'entité coeur lipide A est alors transféré
vers le périplasme. Chez R. leg, le lipide A va alors perdre les deux phosphates (en [ et 4') grace
aux enzymes LpxE et LpxF. Aprés cette déphesphorylation, LpxQ va oxyder la position 1 pour
donner le gluconate. La position 4', le mannose ainsi le Kdo externe du Kdo2-lipide IVa que du
coeur vont &tre substitué par les acides galacturoniques par les enzymes RgtABCD (Kanjilal-
Kolar et al ..2006)
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Figure 31 : Biosynthése de I'oligosaccharide de coeur de R. leguminosarum (
Chataigne,2007)

V1-4-1-3-Anfigéne O

Contragirement 2 I'oligosaccharide de coeur. la partie antigéne O est synthétisée
séparément.Mais comme pour les autres constituants du LPS ils s'agit d'un processus séquentie!
qui se déroule en trois étapes :
= synthése de l'unité répétitive
. polymérisation dela chaine
#  transport & travers les membranes plasmiques et liaison au complexe lipide cosur (Raetz et

al ..2002).

Le début de la synthése de I'unité répétitive se fait sur un lipide porteur
I'undecaprenylphosphate (UndP) déja utilisé dans la biesynthése du peptidoglycane et des
exopolysaccharides. Cette unité répétitive est synthétisée & la surface interne de la membrane

cytoplasmigue. Le mode de polymérisation et sa localisation dépendent ensuite du mode de


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

Chapiire Il . Génétigue de la nodulation
= e Sss——— S — |

transfert de la partie antigéne O vers le périplasme. 1l existe deux meécanismes principaux.

(Chataigne,2007)

» Le mécanisme dépendant de Wzy induit le transport des unités "UndP-unité répétitive"

vers la face périplasmique de la membrane cytoplasmique. Ce transfert est contrdlé par pne
flipase (Wzx). Une fois dans le périplasme les unités répétitives vont pouvoir polymériser. Pour
cela une unité va &tre ajoutde a un complexe "UndP-unité répétitive". Ce dimére va ensuite &tre
attaché 4 un complexe "UndP-unité répétitive”" et ainsi de suite jusqu'a atteindre la taille
adéquate. Ceei implique que au cours de la polymérisation (I'untié répétitive) » est détaché du
lipide porteur pour &tre lié 4 un complexe "UndP-unité répétitive” pour obtenir un nouveau
complexe UndP<(unilé répétitive)n+1. Wzy et Waal. permetirons ensuite la liaison entre I'antigéne

O et ['unité lipide A-coeur qui sera ensuite acheminé a la surface de la bactérie

» Le mécanisme implique des transporteurs de type ABC. Dans ce cas I'élongation de la chaine
se situe dans le cyloplasme. La synthése de I'antigéne O ne nécessile dans ce cas que 1 UndP
puisque les sucres des unités répétitives sont ajoutés séquentiellement jusqu'a atteindre Ia taille
adéquate. l'antigéne O est ensuite transféré vers le périplasme via un complexe de transport de
type ABC (ATP Binding Cassette ) . (Chataigne,2007)
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Figure 32 : Biosynthése de I'antigéne O (Szalo er al., 2006)

Il existe, peu d’études concernant la blosynthése des KPS (polysaccharides
capsulaires) chez les Rhizohiaceae (Chataigne2007).
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La symbiose entre les légumineuses et les bactéries fixatrices d'azote (Rhizobinm) est un
avantage énorme agronomique. qui permet 4 la planie & éwre cultivée sans engrais azolé qui sont
couteuse et polluant, ¢’est un exemple de développement sophistiqués couplés entre les bactéries

el les plantes supérieures, aboutissant 4 ['organogenése des nodules racinaires.

L*¢tude de la symbiose Rhizobium-légumineuse pose des difficultés méthodologiques
particuli¢res dues au fait que les nodules soni des organes complexes issus de IPinteraction de
deux organismes : une plante supéricure et une bactérie. Une meilleure compréhension du rdle
de chaque partenaire st une condition nécessaire & I"amélioration rationnelle du rendement de
cette unité fonctionnelle. L*étude génétique et moléculaire de cefte coopération a mis en
évidence le role de plusieurs génes et de molécules dans la formation des nodosité, la fixation
d’azote, la spéeificité vis-a-vis des souches de Rhizobium et 1'efficacité de la symbiose. Ces
éludes doivent €tre plus approfondies pour améliorer le rendement de la fixation de ['azote, dans
les régions arides surtout, ot I'absence d’humus est le principal obstacle au développement
normal des cultures. Un objectil trés important, pour contribuer an développement d’une
agriculture durable 4 'avenir , sera d’étendre I"aptitude & fixer ’azote & des plantes de grandes
culture autres que les légumineuses , les céréales par exemple .

Les céréales nécessitent un apport d'engrais azotés de 1004 200 kg par hectare et par an.
Sachant qu'il faul environ deux tonnes de fuel pour fabriguer el épandre une torne dammoniag
pour cela des stratégies sont abordées qui consistent 4 ;

-Recherche de baectéries nif capables de se multiplier dans la rhizosphére ou 4 l'intérieur des
céréales.
-Transfert de génes nif bactériens chez les plantes par génic génétique.

- Transfert de I'aptitude & former des nodosités avee Rhizobium chez des céréales. Cetie stratégie
semble ne pas pouvoir permiettre une fixation supéricure & quelques kg d'azote par hectare,
apport tout 4 fait insuffisant pour permettre une diminution significative de I'emploi d'engrais. Le
transfert des génes nif chez les plantes est un objectif trés ambiticux et qui, dans I'état actuel de
nos connaissances devrait demander plusieurs décennies de recherche pour aboutir, En cas de
suceés. cela pourrail étre la solution idéale. Le ransfert de Vaptitude 4 former des nodosités avee
Rhizobium est également un projet & trés long terme et dont la réalisation demandera des

décennies de recherches.
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