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_ Inirodiction

Iniroduction

A I'éohelle de Ja biosphére, la quantité d azate dispouible est I'un des facteurs limitant
majeurs de la croissance des plantes, Néanmoins 1a plus part des Etres vivanls n'assimilent Je

diazote que sous forme combinée.

L'utilisation de cette source d'azote asf limitée 3 certaing procaryoton (cyanobactéries,
actinomycétes, bactéries) appelss diazotrophes. Ces procarvotes amivent 4 fixer | “azole
dirceternent de | auuusphiéie grice 4 leur capacite de synihetiser un complexe enzymatigue

dénomme nitrogénakg, en coudiliuny do carence §zolée.

Cependant, la fixation symbiotique de 'azote représente la plus grande part des
apports d'azote au sol. Une association symbiotique entre une bactérie fixatrice d'azote et une
plante est en principe bénéfique pour les deus partenaires. Alasi si le microorganisme apporte
sa capacité de rédmre I'azete gazeux pour le transformer en ammoniwm, essentiel pour le
développement de la plante, celle-ci & <on lour, fournir 3 la bactérie un apport carboné
indispensable pour sa croissance et assure sa reproduction dans un milieu clos, le nodule La
bacterie wtilise une partie de 1"apport d’énergic de la plante pour la réduction de I"azote

DdZeux.

Les anciennes oivilisations avaient deéja decouvert que le rendement des cultures peut
étre exploite par une utilisatton judicieuse des rotations avec les légumineuses pour améliorer
la productivité des systémes traditionnels, Les résultats agronemiques au champ, la fixation
symbiotique de I"azote e sa disponibilité t par conséquent la nutrition azotée des céréales

suceédant aux |égumineuses sont généralement améliordes.

Dans cette étude, nous sommes entraines de confirmer ou infirmer si les bactéries

nodulant la legumineuse Hédysarum corvrarium de la région de Guelma sont des Rhizubia,

Une série d'études est effectuge afin de caractédser et idenfifier des bactéries isolées &

partir des nodules de la plante étudiée, suivie par une technique d'électrophorése SDS- PAGE

pour déterminer le profil protéique des souches isolées et le comparer avec celui de la souche

de référence A6 (Rhizobiimm sullae).
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fntroduction

Le mémoire esrréalisé selon Je plan suivant :

[niroduction
Chapitre I! Etude bibliographique.
Fartie 1 : L "azote et la fixation symbiotique,

Partie [1 | L electropharése,

Chapitre I : partie pratique,

Conclusion.
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- Chapitre 1

Etude bibliographique
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Partiel

L’azote et la fixation
symbiotique
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Chapitrel ; Partie ] : Lafixation symbiotique d’azote

Chapitre I :
Patrie I : L’azote et la fixation symbiotique
I - L’azote

I - 1- Généralités

On a vo que la vie sur terre influence profondément la composition de
["utmosphere en produisant du dioxyde de carbone COy ol du methane CLL a wavers les
processus de la respiration et la fermentation reliés au recyclage du carbone. La vie a aussi
influencé la composition de 1"atmosphere 4 travers le recyclage d*un autre élément, Iazote
(N). [1].. Ce gaz est le premier en importance dans [’atmosphére ferrestre (78% en volume
et de 75,5% en masse) (Ramade, 2003). Par rappert & leur masse de la matiére séche,
"azote est le 4éme élément nuiritif important des plantes. C'est un constituant essentie] des
protéines. des acides nucléiques, des hormones, de la chilorophylle et d’une foule de

composés primaires ou secondaires des plantes.

La plupart des plantes sont incapables de convertir le diazote en une forme
biologiquement utilisable, car les deux atomes du diazotes sont religes par une liaison
exceptionnellement stable N=Net les plantes ne possédent pas I'enzyme capable de
rompre cette liaison (seules certaines espeéoes procaryotiques sont capables d effectuer
cetfe réaction importante). Cette situation pose aux plantes un probléme particulier
concernant 'absorption et ["assimilation de ['azofe: alors las plantes dépendent
d’organismes procaryotes pour canvertir le diazote atmosphérique 4 une forme instable
quielles pnissent utiliser tel que  nitrate NO; ou ammonium NH.', mais
I'approvisionnement en azote du sol est limité si bien que vis-vis de 1'azote disponible,
les plantes enfrent en compétition avec toute une série de microorganismes. [l en résulte
que V’azote est souvent un facteur limitant dans les écosystémes naturels ou cultivés
(Hopkins. 2003).
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Chapirre 1 : Partie ] : La fixation symbiotigie d'azote

-_——

L’azote est un éliment chimique de la famille de pictogénes, de symbole N et
de nombre atomique 7. dans |e langage courant |"azote désigne le gaz diatomique Ny, ¢’est
le 34°™ constituant de la croute terrestre par ordre d’importance [2], ¢’est un gaz incolore,

inodore, sans saveur el relativement inerte (peu réactif). [3].
Dans la nature, il v a deux formes d’azote : azote inorganigue et azote organique.

" Azate inorganiqne » snus forme gazeuy (N7, NH;), soluté ('NI—L‘+ NOy, Ny)
on minéral (KNM; NaNO;)

. Azole vrganigue : acides aminés, protéines, nucléotides et acides nueléiques.
[4]

Lrazote a en particulier les réles suivants :

= avote liquide : agent réfrigérant.
s agent de lutte contre les incendies.

e mértallurgie : 1'azote est réguliérement injecté dans des fours de production de
métaux hautement oxydables (exemple : Valuminium et ses alliages) pour en

empécher la réaction avec ['oxygéne de I'air.

a consiruction mécanique.

° gaz utile pour gonfler les accumulateurs hydrauliques en raison de sa passivité
vis-a-vis des huiles et de pneumatiques.

e  Emballage de denrées alimentaires el produits pharmaceutiques.

e gaz propulseurs pour bombes aérosols (N20) ou aérographes. [2]

Ja nutrition des plantes
~ joue un rdle important dans le développement de la tige et la teuille.
- contribue au développement de ta chlorophylle nécessaire a la photosynthése.
- favorise la multiplication cellulaire et la multiplication des chloroplastes.

4
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Chapitre [ - Partie ] : La fixation symbiotigue d'azote

- évite le jaunissement de feuilles et ’attaque par les organismes nuisibles.
- facteur limitant de la croissance de la plante.
Les sources d’azote
s  Sources naturels : "atmospheére, 'océan, les débris organiqgies.
s Sources artificiels : les engrais organiques. les engrais minéraux. [5]
I—2 -T.ecyele d’azate

L'azote totale est généralement réparti dans (rois c¢nsembles principaus :
"ensemble constitué par I"atmosphére, le sol (et IPeau qui lui est associée) et ’azote
contenue dans la biomasse. Les échanges complexes entre ces trois ensembles sont connus
sous le terme «le cycle d azote » (Hopkins, 2003). Ce dernier est un eycle biogéochimique.

[6]

1l est plus complexe en raison du grande nombre de formes mindrales sous lesquelles cet
éliment est présent dans |’environnement et de la grande difficulté gu’éprouve la biomasse

a incorporer |"azole. (Frontier et al., 1999) (Figures 1).
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Chapitre I :

Partie [ : La fixation symbiotigue d'uazote
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Fig lile cycle dazore dans un écosysteme terrestre.

Plusieurs ¢tapes importantes du cycle de I’azote doivent étre mises en évidence -

nitrification, dénitrification, ammonification et fixation de I°azote,

La nitrification ; est le processus aérobie d’oxydation biologique de I’ammoniac
ou des ions ammonium (NHy) en nitrite (NOs) (Prescott et al., 1993), Elle s’effectue sous
Iaction des bactéries qui sont trés répandues dans le sol, ces microorganismes sont
deésignés comme des autotrophes chimiosyntetiques spécifiques qui récupérent I'énergie
dégagée au cours de la réaction, les conditions optimales d*activité de ces populations sont
assez strictes : aérobiose, PH compris entre 6¢t9, températures comprise entre 28et 36C°
(Schvartz ef al., 2005). La bactérie nitrificative, Nitrosomonas et le principal responsable
de I"oxydation de 1’ammonium en nitrite.

2 NH;™ 305 ——> 2NOy+ 4 H + 28,0
6
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~ Chapitre J Partie 1! La fixation symbiotique d’azore

Les nilelws sont toxiques pour les plantes, mais 1ls $*accumulent rarement dans le sol,
Nitrobacier. autre genre de bactéries, oxyde les nitrites pour produire des ions nitrate, avec

une nouvelle libération d*énergie:

NOy + 30, > 2NOy

En raison de la nitrification, ¢c'est sous forme de nitrate que la plus de I"azote est absorbée

par la plupart des plantes (Raven et al ., 2003).

L’ammonification 1 les substances azolées lelle que les protdines, les acidos
amiings, les acides nucléiques sont en général rapidement décomposées en molécules plus
simples par les bactéries saprophytes et divers champignons du sol, ces organismes
incorporent 1"azote dans leurs acides aminés ef lewurs proféines. et libérent "azote e excés
sous forme d’ions ammonium (NH4") par le processus d’ammonification, ou minéralisation
de I"azote (Raven ¢t al.. 2007).

RCHNH; COOH + 0 ——— RH +2C0, +NH,* (ammoniac).

RCHNI; COOH + G5 + H™ > RH + 2C0, +NH,~ (ammonium).

La dénitrification : la principale perte d'azole par le sysieme sol-plante provient
de la dénitrification, processus anacrobie au cours duquel le nitrite est réduit en molécules
plus simples volatile de I"azote, comme [azoie gazeux el I"oxyde d azote (NOs) o qui
refournent ensvite & I’atmosphére (Raven et al., 2003), avec une quantité de 933 190
millions de tonnes (Hopkins, 2003), cette transformation s effectue selon les étapes

suivantes ;

NOy ———>NO,™ > NO; > N

La réduction de nitrate en nitrite ne nécessite pas une microflore spécifique. par
contre Ia réduction du nitrite en azote gazeux se fait sous 'action d’un nombre restreint de
microorganisme (Pseudomonas, A-,gmbaczerrwn‘...) res répondus dans les sols. ces
bactéries sont des organismes aérobies facultatives et, en conditions d’anaérobiose
partielle. Elles peuvent utiliser NQjs comme soutce d’oxygéne pour dégradet le glugose et
former de I'ATP (Ramade, 2003),
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Chapiire T ; Partie ] : La fixation symbiotique d’azoie

h

Pour que les réactions de dénitrification produisent il faut que le nitrate et le
carbone seient présents (Schvariz et al., 2005). On a longtemps considéré que les faibles
teneurs ep oxygéne nécessaires & la dénitrification (Davet. 1996). était propres aux sols
gorgés d’eau et des habitats tels que les marais et tourbiéres. Les chercheurs admettent
actuellement que ces conditions se rencontrent fréquemment dans les agrégats du sol,
méme sans exees d'ean ; la dénitrification et par conséquent un processus pratiquement
universel dans les sols (Raven ot al, 2000). La dénitrification est rosponsable de
I"accumulation actuelle de nitrites dans cerfaines nappes pyrétiques. suit un apport excessil

de nitrates par I"agriculture industrielle (Frontier. 1999).

La fixation de I"azote : si [azote éliminé du sol n'était pas réguliérement
remplace. toute vie disparaiirait Jentement de Ia terre. Le sol récupére principalement la
perte d"azote par dénitrification grice sa [ixation. La fixation de Iazote est le processus qui
aboutit 4 la réduction du N; atmosphérique en ammoniam NH;* (Raven et al., 2007) on
avec précision la transformation d*azote non assimilable en azote assimilable par ia piante.
[5]

La fixation de 1"azote se fait par les voies suivantes :

a- la fixation chimique : une trés faible fraction d'azote atmosphérigue (10%) peut
étre rendue assimilable par voie purement chimique. les décharges électriques
(I"éclair et la lumiére ultravioletic) ou les orages provequent en présence d'O; la
formation d’oxygéne d’azote (NO, N,0) [3] : les autres sources d’oxyde d*azote
atmosphérique proviennent de combustions industrielies, des feux de forét, des gaz
d*échappement et des centrales électriques (Hopkin, 2003).

b- la fixation industrielle : ['air contient 78% d’azote, cetté énorme source d’azote
est atilisée pour la fabrication industrielle d’engrais azotés selon le procédé de
Haber-Bosch, dans des conditions de pression ¢t de température élevées el en
présence d’hydrogéne (Luttge et al, 1997).
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¢ la fixaliyy blolngique : 4 I"8ohellc woudidle, la tixation biologique de I*azote
Teprésente environ 150 3 190 millions de tonnes par an (Hopkiuns, 2003). c'est e
processus biochimique le plus important apres I'assimilation de CO,. Elle assure la
transformation de 'azofe gazeix atmosphérique en ammoniac, [7]
[~ 3 - Fixation biologique de I’azote
Seules certaines bactéries st cyanobactéries onl évolué avee |a capacité de fixation
du N>, ceite capacité est visihlement Timitée ou mowle procaryole, et ges reactions
fo,umisseﬂt en fin de compte une source de composés azotds pour la mafrition des

cucaryotes (Perry etal., 2004).

La fixation biologique de "azoie se déroule 4 25°C, e eg catalysée par un complexe
enzymatique : la nitrogénase/ hydrogénase. 1a reaction, réalisée par les fixateurs

biologiques, exige :
- 8 électrons e § protons pour la réduction.

- 16 ATP pour la fourniture de Iénergie d’activation.

La réaction globale devient -

Ny +8e +8H" + 16ATD- >2NHs+ Hy+ 16ADP+16P;
La formation de [*ammeniac s accompagne ioujours de celle d’hydrogéne.

La nitrogénase est un complexe enzymatique, présent uniquement chez les
procaryoles, est responmsable de la fixation de Pazote moléculaire, formé de deux
métalloprotéines : la prowéine 3 fer, appelée dinitrogénase réductase, et la protéine
molyhdéne-fey, appelée dinitrogénase. Ceite snzyme est inactive e présence ¢ oxygéne
(Meyer et al., 2008).

Les microorganismes fixateurs d°azote appartienment 3 des groupes taxonomiques
wes  divers regroupant une cinquantaine d’especes bactériennes et de nombrenses

cyanobactérics et actinomysste, [8]
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Classiquemeni i groupe les baoténies fixatrices dazote en deux grandes catégories en

fonction de leur rélation avec leg plantes.
I-3-1-Les fixateurs libres

Le groupe des bactéries fixatrices libres non associces avee une plante spéeifique
fixent leur azote & 1'état libre ou dans Ia rhizosphére de certaines plantes (Francois et al..
1997). elles sont wes répandues, habitent Jes sédiments marins ainsi que ceux d'can douce,
les sols. les sirtaces des feuilles ot des éeorees ainsi que le tube digestif de divers animaux
(Hopkins, 2003). Bien que les bactéries impliquées sont surtou des bactéries du sol,
acrobies (Azorobarter Befferinchia...) ou avabrobies (Clostidium. Citrobacter.. s lules
hétérotrophes et de nombreyses cyanobactéries (Fronties, 1999). Les quantités de I"azote
incorporées annuellement par la fixation libre dans [gs sols cultivés soni eslimées entre 10
et 30 kg par hectare, Dans les sols inondés ou submergés, riziéres en particulier, ces

quantités peuvent &ire beaucoup plus imporiantes (Schvartz et al.. 2005).
I1-3-2- Les fixateurs symbiotigues

Le groupe des bactéries symbiotiques qui fixent I'azote en association avee la
plante, ¢est le cas de Rhizobium avec les légumineuses, de certains actinomycétes comme
Frankia avec Casuaring et 4’4 nahaena Azollae qui fixe "azote & I'intétieure de la fougére
Azolla. [8]

La fixation d’azote par des bactéries symbiotiques induit chaque annde dans les cycles
biologiques 120 millions de tonnes d'azote, soit plus du double de I"appori di aux

bactéries libres.

La symbiose fixatrice de Pazote est le résultar d°un équilibre délicat entre certains
procaryotes et végétaux, (Davet, 1996) Cette relation induise la formation d’oreanes
specifiques qui sont Jes nodosités, & Iintérieur desquelles 1'azote molécujaire
atmosphérique est rédnit en ammonisc. en retour les bactéries wtilisent [es assimilas de la

plante héte comme source d’énergie (Frangois et al, 1997).

10
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La lisstion symbiobque ndcessite la présence de la léghémoglobine dont g

synthése dépend de Ja coopération des deux partenaires. La réaction de réduction de l'azote

almosphérique se fait grice 4 la Dnifrogénase, [3]

Dans la nature, les Systémes fixateurs d"azote les plus efficaces sont les systémes

symbiotiques en raison de fenr intérét pour Je maintien de Ia fertilité des sols, [§]

I existe quelques symbioses fixatrices d’azote don! intervientient de multiples
plantes. les aulnes (Alnus) : par exemple, produisent des nodules qui sont induits et abriter
ce sont les detinomycétes fixatcurs d'azote. Une autre association symbiotique est
economiquement irés importante dans certaines parties du monde. Azolla est une petite
fougere flottante, et Anabueny st une eyanobactérie fixatrice d’azote dans les cavités des
Irorides d*Azolla. Cetie association peut apporier jusqu'a 50 kg d'azote! hectare (Raven et
al., 2007).

IT - La symbiose légumineuses- bactéries
IT—1 - Les légumineuses

Leur terme est dérivé du Latin moy legumen (avec la midme signification que la
limite  anglaise), qui aliernativement est censd pour venir du verbe legere « peur
recueillir, » L'anglais a emprunié la limite au Francais « légume, dont », cependant, a une
signification plus large dans la langue modeme et fait référence & toute sorte de légume; la

légumineuse anglaise de mot éant traduife en francais par le légumineuse de mot. [9]

Les légumineuses (leguminosae) ou Papilionacées son des Angiospermes,
dicotylédones, appartenant 4 la famille des fabacdes, qui représentent la troisiéme grande
famille des plantes a fleurs, elles sont trés nombreuses (entre 1600 et 1500 especes),
constituent de loin le groupe (o plus important des plantes participant 4 la fixation de
Pazote avec les Rhizobiums symbiotiques (Raven et al., 2007) ; il s*agit de légumineuse 4
graines telles que : le fave, pois. haricol, soja. lupin, on de [egumineuses fourragéres telles
que: les luzernes, iréfle, sainfoin (Neyra, 1992). Au sens large, les Iégumineuses sont des

i1
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pluntey vivaees herbacees, des arhnstes, deg arbres ou des lianes. (“est une famille

cosmaopolite des zones froides 3 trepicales. [10]
M —1-1-Carsctéres généraux
La famille des légumineuses se caractérise par les Iraits sujvarts -

- ferilles en général pennges. aliernes ef stipuiées.

- les fruits sont des gousses (ou légumes), les graines n’ont pas d*albumen.

- présence de nodosités sir les racines pour 90% deg Papilionacées et Mimosacdes

et 30% des Césalpiniacées (Neyra. 1992),

L’histoire des Iégumineuses est attachée dedans étroitement avec cela de la
civilisation humaine, apparaissant 16t dedans L'Asie, les Amériques ( haricot commun.
plusicurs variétés), et T'Europe (féves) par 6.000 avant JESUS CHRIST, ou ils sont
dévenus une agrafe, essentielle pour compléter Ja proteine o il n'y avait pes assez de

viande. [11]

Cetie famille & une grande importance €conomique, c'est une source de matiéres
grasses. de hois ef des produits divers comme : gomme, tanins, matiéres colgrantes
(indigo). On Y rencontre aussi des espéces qui présenterit un intérédy comme plantes

ornementales,
Réduire [es cotits d'engrais pounr les agriculteurs et les jardiniers, [10]

Les légumineuses soni une vraie mine d°or au point de vue nutritionnel grace 4 leur
haute teneur en protéines ef en acides aminés, la plupart desquelles sont d'excellentes

sources d’acide folique et de potassium, de bonnes sources de fer et de magnésium en plus

12
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de contenir des vitamines dy complexe B, du zine et du cuivre | D'origine vég?éieﬂe-, les
légumineuses sont dépormrvies da oholesiéiul e consutuent habituellement une source (rés
€levée de fibres. [12]

La famille des l[€gumineuses appartienne selon g classification classique au régne
Plantee. sons e Trachvabion. division Magnoliophie, classe Magnoliopsida, sons
classe Roside, ordre Fabales, famille Fabacew qui est divisée en lrois soys familles avec

la distribution Teprésentant:

Mimosoideae (Mimosoi‘cée_‘s): 80 genres et 3200 especes. Essentiellement tropicales et
lempérées chaudes d'Asie o d'Amérique. Mimosa, 4 tacia,

Senn, Bauhinig, Ambhersiia: [14]

Papilionadeae (Papilionacées); [es Faboidées sont upe sous-famille de plantes
dicotylédones. dialypétales périgynes. de 1a famille des Lé‘gmu'ncuse& et tirant son nomi de

la forme des fleurs, Elle comprend plus de 14000 especes et 500 genres répartis sur tout je

Les nombreux végétaux qui composent cette sous-famille sont des herbes 3 fauilles
allernes composdes gy accompagnées de stipules oy plos rarement des arbres ou

arbustes, [15]

Les caraetéres généraux de e groupe qui renferme des espeees différant souvent e
unes des aitres par des particularités un peu secondaires -

¢ fauilles stipulées. de type imparipenné pouvant se réduire au type trifolic La fiole
terminale peut étre Templacée par une vrille ou disparaitre donnant up tvpe bi folié.
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* du point de vue morphologic florale, cetfe sous famille est beaucoup plus

homagéne que Jes deux autres,

* les fleurs des papilionacées présentent une zygomorphe trés accusée - un ¢tendard,

deux ailes, une caréne.
o androcée a 10 étamines.
® yralne sans albumen, & gros cotylédons.

®  prégence de tans, de nombrenx alealoides of d"hétérosides a acide eyanhydrigue
(Meyra, |90,

Cette sous-famille se divise ordinairement en 31 tribus, les quatre principales sont les

Hedysarées. les Viciées, les Phaséolées et Jes Trifolides :
M—1-2-1-Tribu des Hedysarées

Les Hedysarées contienment plusieiirs caractéres, elles renferment le Sainfoin
oscillant (Hedvsarum gyrans), dont les folioles sont animées de mouvements spontanés
réguliers et le Sainfoin ordinaire (Onobrychis sativa). Le fruit provieal, bien encore d'un
carpelle, mais au lieu d'étre une gousse. il a I'aspect de celui de T'Acacia et prend la forme
d'un chapelet dont chaque renflement ou article renferme une graine; & maturité, les articles

st séparent les uns des auires on entrainani chacun sa graine. [15]

Nous rappelons celui du genre Hedysarum, qui, tel que nous Pavoir jadis vaguement
défini, aurait compris dans son exiension tous les genres de eette tribu (De Candolle.
1825),

Hedysarum Vient du gree latinisé hedy signifiant «doux yen référence au parfum
des fleurs (Burnie et al., 2006), appartient & la famille des légumineuses, comprend 100
espéces communes dans les montagnes el les prairies de tout Fhémisphére boréal (nord).
composé de plantes vivaces, herbacées ou sous- frutescente, 3 feuilles imparipennées, vert

moyen. 3 fleures grandes. ordingirement violeties, pourpres. rouge ou roses. parfois

14
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blanches vu jaunes, disposées en grappe sur des pédoncules axillaires (Bonduel et al.,

2004). el des épis florais dtroils e chargés. elles ressemblent aux vesees (vicia) malgré le
manque de vrille, calice divisé Jusqu’ au milien en cing segments linéaires-subulés,
presque égaux ; corolle papilionacée. dont I"étendard esi grand : la caréne tronquee
obliquement : les ailes beaucoup plus courtes que celle-ci ; dix étamines didelphes, dont le
faiscean de neuf: Ctamines offre une courbure abrupte qui résulte de |a forme tronquée de 1a
caréne : gousse composée de plusieurs articles comprimés, monospermes, arhiculés pu
leuliculaires. régulidres. altachés I'un & suite de "autre par le milieu seulement (Audouin e
al., 1829),

Toules [es espéces sont -

*  Tustiques et demandent une exposition ensoleillée (Buornie, 2006), ainsi quun sol
bien drainé de préférence sableux oy rocailleux et calcaire, peu fertile, alcalin

(Bonduel ¢ al.. 2004), arrosés réguliérement au printemps et en &té.
* multipliés, par semis ou division minutieuse, au printemps (Burnie, 2006).

Les espéces Hedysarum sont utilisés comme plantes alimentaires par les larves de
certains lépidoptéres (pyrale et le papillon), Yy compris les espéces Adccordella coleophara.
Certaines espéces, telles que Hedysarum alpinum <également conmu sous le nom Alpine
Sweetvetch. ont éré mangés par les enuits pour aider 4 contrer les effets du scorbut parce

qu'elle est riche en vitamine C - cantenant environ 21 mg/| 00g.[16]

Grice au parfum des feurs, quelques espéces seu lement sont cultivées dans les jzirdins
-ouire leur valeur ormementale. certaines espéces sont cultivées comme fourrage.les racines
pivotantes épaisses de certaines espéces nord-américaines élajent aulrefois consommeées
(Bumie, 2006).

Le genve Hedvsarum ne présente pas de grandes difficultds dans la classification
des unités (axonomique, selon la classification scieatifique. les Hedysarum appartienneni

au:

15
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Régne : Lukarvora
uni : Planiae
Division : Magnoliophyia
Classe : Magnoliopsid
Ordre : Fabales
Famille : Fabaceae
'Sous:fMilIe : Faboidege
Tribus : Hedvsareae
Genre : Hedysarum [17]
Espéee : ce genre est
restreint a environ trente especes pour Ja plupart est europeennes, parmi lesquelles nous

citerons comme les plus remarquables les Hedysarum coronarium, (Audouin etal., 1829},

Son non genérique parait venir des mots grees Hedys et aroma qui signifient doux
et parfum. il est aussi appelé sainfoin rouge. sainfoin. sainfoin 3 bouquets, sainfoin
d’Espagne. sainfoin ltalienne, Sulla, astorki, chévrefeuille francais, téte de coq. [18]

Hedysarum coronarium esi e plante’ diploide (20=16), vivace boissonnant
dressée, ou par fois bisannuelle (Bonduel et al,, 2004). 3 vie courte, semi-érigé 3 ¢rigé en
croissance, de 0,3 & 1. 5 m, avec succulentes tiges qui deviennent légérement boisé aprés
la floraison [19]. ses tiges sont droites. cannelées. hautes d un pied et demi 4 deux pieds,
épaisse ef rameuses & ses sommet, munies des feuilles 3 4 4 cm de long, sont pennés,
composées de sept 4 quinze foliole | entidres. opposées, ellip‘tfq ues, ovales ou orbiculaires,
s légérement velues : au printemps apparaissent des grappes de 10 a3Sflewsde |42
cm de long (Bondugl et al., 2004). ces derniéres sont d*un bean rouge. rarement blanchies,.
assez graudes, droites ou étalées . jamajs pendantes et de pollinisation croisée
principalement par les abeilles, elles sont disposées en un épi court. sur des pédoncules
axillaires plus longs que les feuilles (Frangois, 1827).

16
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Les fruits sont des gousses formées de trois 4 huit segments ovoides par gousse qui s'est
scindée en graines non décortiquées avec une surface rugueuse, épineux, les graines
decortiquees sont blanches, crémes 4 brunes, claires et aplaties avec un circulaire profil

presque.

Profonde, ramification racinaire pivotante (jusqua 2 m), avec de nombrenses racines

¥ig 2 ¢ Hedysariam coronarium.

II-1-2-2- Les principaux attributs de Sulla
*  tannins condensés contient.
*  antihelminthique (¢'est-a-dire réduit les charges internes parasite).
=  non-ballonnements.
» teneur élevée en protéines - bon foin / ensilage (s€jours de feuilles sur la tige).
= {rés agréable au goiit,
= de productions élevées en matiére séche.

17


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

 Chapitre I.: Partie | : La fixation svmbiotique d'azote

etablif facrlement des semences et régénére 4 parur de senences.

=

»  dormants d'¢t¢ et ne répond pas a la pluie on d'irrigation jusqu'a l'automne.

= légumineuse fixe I'azote.

besoin de Rhizobia spécifiques propres & former des nodules fixateurs d'azote des
Tacines.

s n'aime pas |'eau d'enregistrement.

tépond bien au phosphaic of potassium, [21]

Originaire d’Afrique do Nord ( Algérie , Maroc , Tunisie ) et de la Médilemranée
occidentale. Comme la culture s'est élendue 4 des pays comme I'Australie, nde. le Brésil
et I'Espagne, ol il est cultivé dans certaines régions du sud (Céadiz, Mélaga, Hueiva) et les
iles Baléares. A également été développé dans vertaines régions de la cbie de la Catalogne.
A J"état spontané, elle présente une large aire de répartition géographique ( Algérie , Maroc

, Tunisie.. .ete. ).[22]

Pour une production optimale, Sulla semble avoir spécifiques exigences en termes

de texture du sol, drainage, la fertilité des sols, température et le pH...ete. [20]

1l se développe naturellement aux =
Sels plus profonds et argileux eutrophies el caleaires. mais peut se développer aussi
sur une large gamme de sols pourvu qu'ils soient basiques, il lolére les sols acides ou
salins. [23]
Sol bien drainé, fertile, 2 moyen et & texture fine. En régle générale ne pousse pas

bien sur les sols & texture grossiére, avec incompatible nodulaton signalée.

[l se développe sur des sols & pH de > 6. [20]
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1l adapte aux climats doux et & proximité de la mer, il ne peut supporter le froid et
tolére des gelées trés légéres. mais sont habituellement tués au des par congélation lourde.
[24]

Il est résistant & la sécheresse et peut se développer avec des précipiiations
inférieures 4 500 mm/an. [23]

Le Swulla se développe lentement en hiver mais pousse wés rapidement au
printemps. avec un maximum de prodsction & partir de fin de Mars jusqu'a Mai. Il est
généralement dormant pendant la chaleur d'éé, Plusieurs coupes peuvent &lre prélevées la
seconde mnée, 11 peut &tre pdturé en hiver ot au début du printcmps lorsqué lo fourrage
vert est rare, puis laissé 4 part pour le foin. Martinello et Ciola (1996) rapportent qu'en
Ttalie le Sulla et le sainfoin sont généralement paturés d'octobre-a avril. et récoltés en foin
en Mai-Juin. [23]

Sa culture est de |'importance agricole en Afrique du Nord (Algérie, Marae et
Tunisie) et est largement semée dans le sud de la Sicile, principalement pour :
- la production de foin et d'ensilage.
- il a également été utilisé pour lutte contre ['érosion et I’embellissement routier en
Nouvelle-Zélande.
- Sulla produit une gualité du fourrage qui est bien accueillie par le bétail. [25]
- les Meurs sonl atlrayantes pour les abeilles et elles sonl une source majenre de nectar dans
le sud et le centre de I'ltalie pour la production du miel. Elles produisent un wés bon effet
dans les jardins. répandent en méme temps unc odeur douce el agréable (Henri e al.,
1809),
- meilleure performance des agneaux de piwrage, Sulla comparé & Luzerne due auy effets

de'protection des tannins condensés sur l'infection par les nématodes. [19]
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I1 =2 - Les Rhizobia
II—2-1 - GGénéralités

Les microsymbiontes sont des bactéries qui répartirent actuellement en plusieurs
genres. que nous désignerons coliectivement sous le non de  Rhizobium (Duhous et al.,
2004) (du grec "rhiz” racine = "bios" = vie), est un type de bactéries regponsables de la
fixation biologique de 1'azote moléeulaire, ils sont subdivisés en éspéce et én sous-Espece
nommées biovars(une variété biologique) d°aprés I'éspece hdte. Leur nombre y est trés
variable. 1l s'etend de U ou 10 jusqu'a attemdre 107" de sol; o dépend de la strugture du
sol, de son contenu en eau el de nombreux antres factewrs. En présence des racines de

I"héte: la muliplication et la colonisation de rhizosphére sont acerus (Hopkins. 2003).

Les Rhizobia sont des bactéries saprophytes qui vivent a 1"état libre dans le sol et
dans la rhizosphére. Avec quelques exceptions (dont Azorkizobiuin). dans ce cas fixent trés
peu ou pas d'azote, ev & I*¢état symbiotique ont Iaptitude 4 infecter la racine ou parfois la

tige des légumineuses pour y former des nodules (Duhoux et al., 2004) (Tigure 3),

Fig 3 : cellule bactérienne do genre Rhizobium, (Meyer et al, 2008)
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Beijerinck en Hollande @ réussi & isoler Pintrus dans les radicelles des
papilionacées, & le cultiver, puis & infecter de nouveau avee ses cultures les tacines de vicia
faba et obtenir ainsi la formation de nodosités en 1888, Beijerinck a nommé cette bactérie
Bacterium  radicicola, un nom gue Frank (1839-1900). professeur 4 I*école supérieure
d’agriculture de Berlin, a changé en Rhizobium « leguminosarum » dans son étude
monographique sur la fixation de "azote. Il fut démontré expérimentalement, 3 la fin du
siécle, par toute une série de chercheurs, que les Rhizobia fixent azote atmosphérique

sous forme de combinaisons absorbables par les plantes (Hendriket al., 1994).

Toutes les auires espéces ont été initialement mis dans le Rhizobium genre |
Toutefois, des méthodes avancées de plus d'analyse ont révisé cette classification , et
maintenant il y a de nombreux autres genres. La plupart des recherches ont été effectudes
sur les cultures ef les fourrages de |égumineuses comme le tréfle, la luzeme. les haricots et
le soja | récemment, plus de travail est en cours sur les légumineuses en Amérique du

Nord. [26]

0 —2 -2 - Les earactéres morphologiques
Les  Rhizobiz isolés el purifiés des nodules racinaires présenient plusicurs
caractéres associés & leur forme, taille, couleur...sont généralement des caraciéres stables

utilisés pour la différenciation des souches el qui sont cités ci-dessous -

Ce sont des bactéries de forme béatonnet de 0, 540, 9 pmx 1, 243 um de taille,
Gram négafif. aérobies strict. non sporulée. généralement mabiles par un seul flagelle
polaire ou subpolaire quand ¢lles sont jeunes ou bien par deux 4 six flagelles péritriches
quand elles sont adgées. Elles possédent des granules réfringents de poly-b-liydroxyburate

(PHB) et des enzymes nitrogénase (Duhouxet al.; 2004).

Les Rhizobia sont entourés par une capsule en exo-polysaccharide visqueuse
qui les protége du desséchement, et permet aussi 4 la bactérie de s'sn tenir 4 la racine des

poils au cours de différentes étapes de son cycle de vie. [27]

21


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

Chagitre I - Partie] : La fivation symbiotique d'azote

Centaines souches sont denitrtiantes, d'autres réduisent le nitrate en nitrite. Parfojs
microaérophiles. chimio-organatrophes wrilisant un large spectre de sucres et d'acides

organiqués.

Les colonies sont incolores, blanches ou de couleur creme i de forme circuldires,

canvexes. semi-franslucides. agrandi et mucilagineuses. [28]
Formulaires nodules racinaires de Iégumineuses.
Lo pourcentage de G | C osl évalud i 59 - G4 %, 127}

Les bactéries sont présentes dans les nodnles sous foune de bactéroides
polymorphes, responsables de 1z fixation de Ni. Ces bactéroides ont des formes

caraciéristiques enflées, ellipsoides. en forme de crosse ou branchées.
Prototrophes sauf quelques exceptions. [28]
M —2 - 3- Les caractéres enlturauy ef biochimiques

Les Rhizobia ne poussent pas bien sur les médias peptone utilisés couramment
pour de nombreuses bacléries, mais le [(aire sur divers extraits complexes d'origine

vegétale, Mannitol levures (YM) est le plus généralement adapté 4 leur croissance,

La vitesse de croissance est varie généralement d une souche a I"autre, certaine se
développe plus rapidement‘ avec un temps de génération de 2 4 4h ot ["autre se croil

lentement, avec un lemps de généraiion de 6 4 8h (Perry et al., 2004).

La croissance optimale de la plupart des souches se produit 4 une température de 25 a
30°CetaunpHde 62 7.

En dépit de leur métabolisme aérobie d'habitude, de nombreuses souches sont capables
de bien pousser dans des conditions microaérophilliques & des tensions d'oxygéne de moing

de 0,1 atm.

Les Rhizobia 4 croissance rapide produisent une réaction acide dans un milieu (YN
standard -+ bleu actes bromothymal) tout & eroissance lente des réactions alcalines. 271
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La plupart des espéces n'absorbent pas le rouge Congo sur milieu gélosé au mannitol

et n'hydrolysent pas la cellulose et l'amidon.

La croissance sur socres s'accompagne d'une production abondante de

polysaccharide exocellulaire. [28]

Il —2 - 4 - Les caractéres symbiotiques

les caraciéres symbiotiques se different d'un genre a Vautre, et lorsque les
Rhizobia montrent une grande diversité, une révision systématique de leur famille a dé &tre
effectuée récemment pour en tenir compte. Ici potr simplifier, nous regrouperons les
différenis genres en trois cnsembles Rhizobium, Bradyzhizobium et Azorhizobium dont les

caractéres sont résumés dans le tableau ci -dessous : (Tableau 1).
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Tabieau 1 : Caractére dos iois groupes de thizobiaces sywbiviiques (Roberr et al., 2u0u) -

. Rhizobium Bradyzhizobium Azorkizobium
espece
caractéres
Croissance en
) rapide
culture rapide lente P
Fixation de N2 en
dehors de hite mon non oul
Localisation des
génes nod et nif plasmide en générale |  chromosame chromosome
Substances
i dui: es oo flavonaide . . s
induisant les génes najdes 180 Flavonoides flavonoides
nod
Croeissance du
nodule indéterminée déterminde déterminde
Spécificité vis - 4 - un seul héte connu
i 'hote I .
vis de I'hbte élroite assez large Sesbania rostrata
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_——— e

Il -2 -3 - Taxonomie
Les Rhizobia sont classés scientifiquemeni en :
Régne : Procaryote
Uni : Les bactéries
Embranchement : Proteobacteria
Classe : Aiphaproreobacteria
Famille : Rhizobiaceae [29]

Genre : dans un récent classement basé sur I'analyse des
séquences des génes identifiés la famille des rhizobia, qui se conipose actuellement de 76

especes dans 13 genres. (Tableau 2).

Tablean 2 : classification des bactéries de la famille Rhizobiaceae : [3 U]

Genre Espéce
' R eellulosilviicunt

R duaeigonense
It el

i galegae
K. zallicum
R garchnu
R Hainanetise
R huautlense
R _indigofrae
R Repwmiioyarum
R loessense
Rhizobium R lusitamem
R.milucrense
|_R. mongolense
R_mudtihospinum
K oryzde
R, pliaseols
oy
R suillae
R. tropici
R, undicola
i vanslingense
B conariense
8. elianiji
- ‘B rigmatenye
Bradyrhizabitm B. japanicain
B jicamas
L B, ligoringense
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8. pachyrhizi

B. yuanmingense

Azorkizobium

A. coulimdars

A docberamerae

Mevorhizo i

M. albiziae

A aﬂmqr

M. amorphos

M. anstralicum

M. caraganae

AL, chacnense

M, fieeri

M. gobiense.

M loti

M. mediterramem

M, metallidurans

M. oppartunistiin

W plarifarinm

M. shovngriensy

M septentrionale

M _rarimense

M iemperatam

M tunsbanense

Lusife( Sinvrhizobizm)

+oabr

£ americanum

| £. arboriy

E. fredi

E. indidense

E kostiense

£ kummerswiae

E. medicae

E meliloli

E mzrmeans

S. mgrdense

| Fa wrdlhaerens

E, saheli

E. reraugar

E. ximjimmganse

Methylofacterium

M. nodulans

Buarkholderia

8. earibensis

B.cepauia

B.nEmgsarimn

| B.nodosa

B plvmarm

B.sabicte

 B.wberum

Cupriovidus

C. rarwanensis

Devosia

D reptunice

Herbaspiritlum

F usitmnm

Ochrobncirnm

O.ieyuist

Fhyllobacterinm

O lupint

2 trijodii

Brufripyvense

P legumiranm

Shinclla

S kummerowiae:
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===

Rhizobium fournit la principale source biologique d'azote fixé dans les sols
agricoles. 11 est responsable d'une quantité importante de fixation de 1'azote; cette espéce
peut fixer jusqu'a 220 UI de N; par acres agricoles: par an. La majorité de la recherche et Ie
travail effectoé sur la fixation de l'azote se fait & 1'aide de cet organisme. C'est en raison de

son importance agricole des légumineuses qui il a été aussi étudié. [27]
Environoemental
Améliorer et valoriser le bilan fayorable des |égumineuses.
Evaluer 'impact favorable dans les rotations.
Redurre les rejets par les animaux en sméliorant la digestibilité.
Géopolitique
Augmenter 1a surface cultivée.
Augmenter la teneur en protéines.
Développer les eircuits courts.
Sur Putilisation
Reduire le coiii.
Augmenter la teneur en protéines et leur digestibilité.
Améliorer la quantité pour |'alimentation humaine.
Développer ["utilisation non alimentaire.
Sur la prodaction
Aungmenter et stabiliser les rendements.
Réduire les charges de culture,
Optimiser la rentabilité & I"échelie de Ia rotation.
Concevoir une offre pour les marchés A forte valeur ajoutée.
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 Chapiire I B Partie | : La fivation symbiotique d ‘azote
Pour le consommateur

Adapter les formes de consommation.
Répondre 4 des exigences alimentaires. [31)
IT -3 - Relation symbiotique
I -3-1- Les nodules

Les nodules sont des organes spécifiques formés par la prolifération simultanée des
cellules de la racine et trés rarement de la tige d’une Iégumineuse ef de bactéries du genre
Rhizobiwm (Bruhier et al., 2003), (Figure 4),

Fig 4 : Les nodules isolés partir de Hedysarum Coronarinm.

Les nodules des fabacées présentent mne structure similaire 4 eelle d'une tige avec
des tissus vasculaires périphériques qui se raccordent 4 ceux de Ia racine et une zone

centrale infectée par les rhizobia.

De la périphérie vers l'intérieur du nodule, on trouve -
- le cortex externe constitué en majorité par des cellules parenchymateuses.
- le cortex moyen
- les tissus vasculaires constitués surtout de phloéme et entourés par un endoderme et un

péricycle.
28


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

Chapitre | »  Parde [ La fivaiion symbiotigie d'gzore

- le cortex luteme formé de une 3 trois couches de cellules,
= le parenchyme central qui contient les cellules infectées par les rhizobia et des.cellules
non infectées plus petites,

Le nombre et la masse des nodules sont controlés par ia plante. Deux types de
nodule peuvent étre distingués : indéterminée ef déterminée. (Figure 3).

Fig 5 : Structure des nodules de légamineuses A - nodule de type indéterming.

B : nodule de type déterming (Svistoonoff; 20073).
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Ces deux types de nodule peuvent &tre différents [*un de Iautre par des principaux

caractéres. (Tableay 3).

Tableau 3 ; Différences principales entres les nodules de fype déterminée et indéierminée (Diaw, 2002):

/ Type de nodule Déterminée [ndéterminée

Cordon d’infection Etroit large

Site dinitiation du Cortex exiume | eortax interme

primordium podulaire

- __-—______"”____ I —I = T — - — v
[ Miristtme wodulalre asilvate Limitée apivdl €t persistant
Croissance nodulaire division celhilaire expansion cellulaire
Moerphologie Circulaire allongée, ramifiée petites
vacuoles

Cellules infectéey non vacuplisées Acides amings

matures

Forme d’exportation de | Uréides (allantoine) Asparagine, glutamine

I"azote

Les nodules se caractérisent par:

v laforme de boules ou boursoufiures,

v relativement petites ef trés rares grosses.

v' la structure multicellulgire hypertrophiée (Hopkins, 2003),

v nombieuses surtout lorsque la plante est en pleine végétatton.

' ne présentent pas tous la méme couleur, certaines sont blancs, d*autres plus ou
moins rosés (Pousset, 2008).

Y

une vie relativement courte mais est constamment remplacé en cours de saison.
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" lo maximun de yodules a eté rencontré entre 2 et 3 métres du trone, et 4 une

profondeur comprise entre 25 et 75 o

¥ one biomasse importante de nodules apparemment trés fixateurs d’azote a éte
produile pendant la saison pluvicuse.

v la densité des nodules apparait contrélée 2 la biomasse racinaire, mais également a

I"humidité du sof de [a rhizosphére (Grouzis et al.. 2003).
Les hodules onl les roles suivants -

®  permel un environnement réductenr (anaerobie) pour la nitrogénase.
*  pemmel aussi une activilé respiratoire aérobic pour générer Iénergie requisé par la

fixalion de I"azote par les bactéries.

» rend disponible le carbone organique de la plante vers Te Rhizobiun.
= fixe ["azote atmosphérique et régule le transport de Fammonium (NH.") vers la

plante par la racine grice 4 une protéine spécifigue. la leghémoglobine. [32]
H=3-1-1-Les étapes du développement

La sequence des événements qui deébuient par Dinfection baciérienne et qui se
terminent par la formation d*un nodule différencié fixant I"azote, a été trds tudice chez les
légumineuses, d*abord seus ["angle morphologique, puis plus récemment sous un angle
biochimique et de pénétique moléculaire. Globalement, le processus mis en jeu des
interactions multiples entre la bactérie of la racine hote, En  effet. les Rhizobia et les
racines du fitur hdte nouent v dialogue sous la forme de messages chimiques entre les

deux partenaires.

A partir d’études effectuées initialemeni sur le soja, le trefle et le pois, différentes
étapes de développent ont 412 idendific et awjourd’hui parfaitement bien connu (Hopkins.
2003) -
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reconnaissance, attachement et excrétion de facteurs wod : les Rhizobia sont

attirées chimiquement par les composés phénoliques (flavonoides) libérés par les

racines des légumineuses. Griice 4 ce chimiotactisme positif, ces bactéries colonisent la

rhizosphere et s’accolent & la racine au niveau des poils absorbants. Les signaux

chimiques de la racine activent le produit d’un géne de nodulation des Rhizobia, le

gene constitutif #odD, qui induit "expression des autres genes nod bactériens, Les
produits de Vexpression de ces génes sont des polymeéres de type chitine, appelés
facteurs de nodulation ou facteurs NOD libérés dans la solution du sol (Meyer et al.,
2008). (Figure 6).

Puoil absorbam

Epiderme de s radne

Cortex de laracins

Fig 6 : attachement et infection (Hopkins, 2003).

invasion dn poil absorbant et la formation du cordon d’infection: les facteurs
NOD induisent la courbure des poils absorbants en croissance, ils activent aussi
Iexpression des génes nod du végétal, qui conduisent & la formation des nodulines
necessaires 3 la construction et fonctionnement de la nodosité. Des nodulines précoces
induisent la dédifférenciation de cellule de "écorce et du péricycle a Iorigine du
meéristeme de la nodosité. Au fur et & mesure que le poil absorbant se courbe, il englobe
des bactéries en séerétant des enzymes hydrolysant la paroi du poil absorbant, les

bactéries pénétrent dans celui-ci, toujours sous I'effet du facteur NOD, ce demier
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vinvagine en une sorte dc tubc ol les bactéries se disposent. CPesl le cordon
d’infection (Meyer et al., 2008). (Figure 7).

Poil shsorbant

vordond Infecuon

Dnigzrma de lavacine

\ &4 Cortes de 15 sadine

Fig 7: la formation du cordon d’infection (Hopkins, 2003).

la ramification dn cordon d’infection : le cordon s'étend jusqu’d la base du poil
absorbant, puis progresse dans I’écorce de la racine, les bactéries migrent ainsi
Jusqu’au niveau de la nodosité en formation ot le cordon d’infection se ramifie (Meyer

et al., 2008), (Figure 8).

Poil absorbant

Ramification &1 cordon d‘tfestion

Epideme d li et

Fig 8: la ramification du cordon d’infection (Hopking, 2003).
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h

- la formation do wnodule et Ia transformation des cellules bactériennes en
bactéroides : le cordon infectieux bourgeonne ét des bactéries sont ainsi régulidrement
enfermées dans les cellules hotes au sein de vésicules limitées par une membrane. Elles
grossissent ¢t se différencient alors . fin des divisions cellulaires et acquisition de la
capacité a fixer le diazote, on parle de formes bactéroides (Madigan et al., 2007). Le

processus infectieux se poursuit durant toute la vie du nodule,

Le nodule établit des relations vusculaires avec le systéme vasculairc racingirc cc gui
permet lapport en carbone et I'exportation de l'azote organique fixé vers les autres parlies

de [a légumineuse infectée. (Figure 9),

©Méristéme upduiaire

Zongactive de fixation du
diazote

Zone senescente

Fig 9 : la formation du nedule. [33]

IT- 3-2 - Fonctionnement des nodules

L'azote est fixé grice & la nitrogénase contenue dans les baciéroides et serait exporié
vers le cytosol végeétal sous forme dammonium, Une activité glutamine synthétase
cytoplasmique et un glutamate synthase plastidique trés importantes dans les nodules
pourrdient incorporer rapidement l'ammonium dans des acides aminés (glutamine et
glutamate respectivement). Chez certaines espéces, la glutamine est exportée directement

vers le reste de la plante. Des études récentes ont cependant moniré que c'est plutdt un
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) _ .

cchange Wacdes aminds entre le bactéroide et leo nytaplasme (Glw/Gln ; Asp/Asn) qul
permel d'exporter Fazote vers la cellule végétale ot le xyléme,

L'exportation de I'azote se. fait surtout sous forme d'amides (asparagine surtout,
aceessolrement  glutamine) pour les nodules de [égumineuses tempérées. Chez les
légumineuses tropicales, les formes prépondérantes de transport de I'azote sont les uréides
(allantoine et acide allantoique).

L'énergie nécessaire 4 la fixation de J'azote par les bactéroides est fournie par Ia
plaite suus uune de carbone rédu. La planfe fournii du saccharose 4 travers le phloéme.
Des fortes activités sucruse synthase el invertase sont présenles dans Ie cytosol des cellules
infectees, permettant Iydiolyse du saccharose en phiense, Le glucose est enauilc
métabolisé en phosphoénol pyrivate. en oxaloacétate, en malate et en succinule. Ces denix
demiers composants sont la principale source carbonde des bactéroides (Svistoonofl

2003).
1I'-3 - 3 - Les conséquences de l'infection

La cellule vegétale "infectée" fabrique diverses protéines particulidres aux nodules
qui sont appelées nodulines. on distingue des nodulines précoces, précédant et
accompagnani I"infection, et des nodulines tardives apparaissant au début de la fixation de

I"azote. Ce sont les produits de oénes impliqués dans :
- la déformation des poils absorbants.

- la formation du cordon d*infection.

- la morphogénése de la nodosité.

- la formation de la membrane enveloppante.

- "alimentation énergétique des bactéroides.

- Massimilation de I"azole fixé et le transport dans les organes de la plante (Davel, 1996).
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.  —— — & — - =

Parmi ces protéines le plus notamment :

La leghémoglobine : la leghémoglobine est une hémoprotéine constituée d’un
groupement prothétique associé 4 une globine. de conleur rose ou rouge, produite en
réponse & I'inferaction des deux partenaires, la globine étant codée par le génome de la
plante, I"héme étant au coniraire sous le contréle du génome de la bactérie symbiotique.
Cette protéine a pour role de réguler précisément la teneur en oxygéne i Iintéricur de la
nodosité et la synthése d°ATP mais & un niveau suffisamment faible pour ne pas inactiver
le systéme de ia nitrogenase sensible 4 1’oxygéne (Madigan ey al., 2007), (Figure 10),

La leghémoglobine

Fig 10 : la leghémoglobine nodulaire,

-3 —4- Les génes nod

Les genes nod qui, chez une souche définie de Rhizobium. contrélent les étapes de
la nodulation chez les 1égumineuses. La plupart de ces génes sont généralement localisés
sur des plasmides de grande taille appelés plasmides Sym (pour symbiose), sont hautement
conservés dans les éspéces de rhizobia, ces plasmides Sym portent d’autres génes de
spécificite définissant le speotre d’hdtes restreints d’une souche Rhizobium. Cetie
spécificité peut étre transmise d’une souche d’un groupe d’infection croisée 4 une aufre par
le plasmide Sym: (Perry et al., 2004).
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Les génes nod sont organisés en opérons, localisés entre deux groupes de génes
impliqués dans la fixation de I"azote, les génes nif, 1ls contiennent dix génes parmi ceux ci
les génes nodd. nodB, nodC qui sout interchangeables entre toutes les éspeces de
Rhizobium, impliqués dans la production d’ oligosaccharides, appelés les facteurs nod qui
sont notamment responsables de la déformation en crosse des poils absorbants et de Ja
division des cellules du cortex de la racine aboutissant finalement & la formation des
nodules; leur structure est constitué par un oligomére d’N-acétyl-glucosamine present

divers constituants (Madigan et al., 2007),

L’expression des génes nod est régulée par un méme mévanisme. qui fait intervenir
les genes NodD, les produits de ces génes sont des protéings régulatrices, qui se fixent s

une séquense d” ADN, appelée nod box, présent en amont des opérons nod.

En presense de certains composés de plante présents dans les exsudats racinaires
(flavonoides), les protéines NodD activent la transcription des différents opérons rod
(génes de structure), ces protéines sont capables de reconnaitre les différents flavonoides

(Frangois et al., 1997), (Figure 11).

Lgguminanza héta
(Medimugs swveat ok
Symbiots hoctanen

SlnEv) patdy e i, )
Induction | M
|
Génes Ao
=
. e M D .
- ] ] ol
w—r o S R
_|<i‘ iz £ =
w1
iy
= Factemir Hod

Fig L1 : Les facteurs NOD (Frangois etal., 1997),
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B e e e

11 —3 -5 - Inoculation

‘Opération qui mit ¢n contact par Iintermédiaire d’un substeat de cullure | exirémité
des racines et un orpanisme symbiotique (bactérie, champignon). 1 Minoenlation st afficace
wil y a constitution d’un organe mixte racine/organisme symbiotigue (nodosité) efficace

(Bruhier et al., 2003).

Inoculation des graines de légumineuse a pour but de revétir chaque graine d'un
nombre suffisamment élevé de rhizobia viables de la souche appropriée pour assurer une

nodulation rapide et efficace au champ.

Vincent (1970) estime que le chiffre de 300 organismes par graine est un minimum pour
assurer une nodulation efficace, mais en pratique on en utilise besucoup plus (Skerman,

1982).

L'mfestation du terrain peut &re réalisée par épandage de quelques kg d'in sol de la
méme Zone ol l'association léguminense - Rhizobium est efficiente. Mais cette technique
doit &tre réalisée avec précaution car elle risque aussi de conduire 4 l'infestation du sol par
des maladies, le rendant ainsi impropre 3 certaines cultures (bactéries telles que le

Pseudomonas solanacearum, mais aussi champignons, nématodes, ...). [34]
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Chapitre 1 & Partie Il : L'électrophorése

Partie Il : L’>électrophorése

1-L’électrophorése

Comme leur nom indique. le groupe des mélhodes connucs sous le nom
d'éloctrophorése st une tochmgque  do sépurstion basée sur lea duterences de vilesse de
migration dans une solutior tampon, des malécules chargées (protéines. peptides, acides
aminés, acides nucléiques et nucléotides), soumise a I'action d’un champ éleetrique continu
(Skoog &t al.. 2003).

L'origine de cette technique a été imaginée par S.E. Linder et H. Picton en 1892 qui
se sont inspirés des études d"Hermann Von Helmholiz menées sur |'électro-osmose, Celui-ci
constate qu'il est possible, sous un champ électrique, de déplacer des particules chargées vers
le pole de signe opposé a leur charge,

En 1937, Arne Wilhelm Kaurin Tiselius, posait au point la premiére électrophorése;
en appliquant un champ électrique, Ceite technique ne permet toutefois pas de séparer
totalementi les protéines. Il est néanmoins possible de mettre en évidence les frontiéres
formées par des méthodes optiques comme la fluorescence, l'absorption des UV ou l'indice de

réfraction.
En 1939, P. Konig et D Von Klobusitzky ont séparé avec succés les composants du venin de
serpent en €laborant la technique d'électrophorése sur papier.

En 1952, Pierre Grabar élaborait, en collaboration avec C.A. Williams, une méthode
conmue sous le nom d'analyse immuno-électrophorétique, qui permet d'analyser de maniére

précise des mélanges trés complexes d'antigénes.

En 1955, O. Smithies mit au point la technique d'électrophorése en gel d'amidon.

En 1957, Joachim Kohn seéparait les différents phénotypes de I'hémoglobine en élaborant la

technique d'électrophorése sur membrane d'acétate de cellulose.
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Chapitre 4 fariie H : L éltecraphorése

En 1969, Beber et Osborn introduisaient I'agent dénaturant SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)

pene sépraver Tes diTlEienles sous-unilds proféigies. [33]

La lechnmigue Eleclrophorclique posséde de nombreux avantages :
= le traitement simultanément de plusieurs échantillons en méme temps.
- la séparation est fine.
- la quantité de produit nécessaire est trés petite.
- des protéines ne ditfférant que par un seul acide aminé peuvent étre séparées.
- des méthodes enzymatigues el immuneologiques permetlent la révélalion des subslances.
- il est possible de guantifier les différentes fractions séparées.

- cette méthode est extrémement simple a mettre en cewvre aujourd’hui notamment grice a
Vutilisation de nouveaun support plus performant comme le gel d'agarose, d'amidon, ou de
polyaerylamide. La simplicii¢ et les performances de cette méthode lui valent d'étre utilisée

guotidiennement. [36]
L'élecirophorgse est devenue de plus en plus importante pour;

- larecherche fondamentale, [a recherche biomédicale dans le laboratoire,

- le diagnostic de la maladie en milieu clinique .

- la détection et la quantilication d'infimes iraces de biomolécules nombreuses
dans un mélange.

- la détermination de certaines propriétés physiques telles que le poids

moléculaire , point isoélectrique, el l'activité biologique. [37]

Les séparations par électrophorése sont en général effectuées de deux maniéres tout 4
fait différentes, la premiére est appelée I'électrophorése en veine liquide “libre' dans
laguelle les molécules & séparer étaient directement dissoutes dans le tampon, sauf en cas
d’électrophorése capillaire, I"autre, électrophoreése de zone est la méthode classique, otilisée

40


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

Chapitre 1 : Partp I ) L dloetropharioo

depuis de nombreuse années pour séparer les espéces biologiques et biochimique de masse
moléculuire eleveés | ley sépualion de 2oue seul wendes s ul support homogene, porsux =t

inerte convenable est imprégné de tampon (Borel et al., 1997).
| nttérents types de support peuvent étre utilisés:

Support ¢n papier ou acétate (la migration des mélanges s'elfectue 4 la surlace de celui- ¢i).
Support en polyacrylamide ou agarose (la migration des mélanges s'effectue a l'intérieur
méme du suppert).

Les montages peuvent &tre mis en place:

Montage horizontal : utilisé pour les supports en acétate de cellulose ou en en papier. Le

support se présente sous forme de longue et étroite bande.

Les extrémités du support plongent dans un fampon d'électrode, créant une mince couche

d'éan 4 sa surface,

Meontage vertical : utilisé pour les supports en gel polyacrylamide ou, plus rarement
d’agarose, Le gel est souvent préparé péu avant usage en le coulant entre 2 plagues de verre.
Durant la gélification on aura pris soin de faire des puits on on déposera les échantillons.
Chague exirémité du gel est mise en contact avec un tampon contenant des électrolytes qui

permetira la propagation d'un courant dans le gel. [35]

Electrophorése en gel de polyacrylamide

Un grand nombre de protéines ou d acides nucléiques de taille et de forme différentes
‘ont presque le méme rapport de charge : masse, par conséquent. I"électropharése de ces
macromolécules en solution conduit a une séparation faible ou nulle des molécules de
longuems différentes. Toutefois, une séparation efficace des protéines et des acides
nucléiques peut étre obtenue grice & 1'électrophorese dans différents gels phitot qu’on

solution liguide.
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Chapitre [ ;

Partie TT - T ‘¢lectraphnrése
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Fig 12 : traitement des protéines par le SDS [35]

SDS - PAGE est une méthode tres fine qui sert 4 déterminer les faibles différences
caractérisant les souches bactériennes au sein de la méme espéce, cetie technique de criblage,
connu par son important pouveir de discrimination, permet de distinguer les espéces
bactériennes de la méme souche. Sa bonne reproductibilité a déja ét¢ déterminé par Morena et
al (1993) ; de Lajudie et al et Dupuy et al (1994) par |'utilisation de plusieurs subcultures et

des extraits différents de la méme souche [38] (Figure 13),
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Fig 13 : élctrophorése 8DS - PAGE, [38]
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Chapitre | : Partie IT | L électrophoreése

Cette technique est mieux adaptée a l'exécution des molécules les plus petits, comme

les proféines a un eerfain nombre d'wtilisations, notamment

e etablir 13 tatlle des protéines.

« identificotion des protéines.

o délemmination de pureté de I'échantillon.

«  idenfification des puits disulfure.

¢ la quantification des protéines.

»  <ponger les applications; [39]

= mettre en évidence la diversité des Rhizobium associés aux légumineuses 4
partir d"une comparaison des profils électrophorétiqies de protéines totales
de la collection des souches & ceux des souches de référence (Drevon ef al.,

2003).
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Maiériel et Mthodes

Matériel et méthodes

I~ Isolement des Rbizobiums A partir des nodules
I - I- Collecte des nodules

La collecle des nodules est faite 3 patiir d'une plante |épumineuse duy genre
Hedysarum coronarium, située dans la région de "université 08 Mai 45 de Guelma (derridre

le dépariement de bivlogie).
La collecte est réalisée selon la méthode de Vincent (1970) et Beck et al (1593) ;

- Creuser environ 15 em autour de la plante et 4 20cm de profondeur.
= Soulever lentement le bloc de sol of des racines.

- Enlever soigneusement e so] pour ne pas endommager les racines secondaires ot

il y a beaucoup de nodules,
- Placer toute la plante dans un sachet en plastique.

= Au laboratoire, enlever la partie aérienne de Ia plante et laver délicatement les

racines sous [cau de robinet.
- Pour des raisons de stockage et d'isolement, on Coupe les racines de 1 4 2 mm de
site d'attachement de nodules ¢e qui permet dobtenir des nodules nacts ot

d’améliorer les chances d’avoir des cultures variables et propres de baciéries.

- Apres Javage, sécher les nodules avec du papier absorbant avant les stocker.

(Figure 14).
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Miareriel ¢t Methodes

Fig 14 : collects des nodules

1-2- Conservation des nodules

Afin d'un usage immédiat, on a stocké les vodules frais dans le réfrigérateur & 4°C
pendant 48h.

Pour permetfre urie longue conservation, la dessiccation des nodules est recommandée.
Cene dessiccation est réalisée dans des flacons en verre contenant un élément deshydratant tel
que le CaCl; (au fond des flacons) et une couche ‘epaisse de coton sur laquelle reposent les
nodules. (Figure 15).
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Mazériel et Methodes

Mlfey

Coton

CaCly

Fig 15: conservation des nodules
1 —3 - Isolement des bactéries
I-3~1- Stérilisation des nodules

Les nodosités conservées sont réhydratées en les p]agam dans 'eau distillée sterile

pendant 24h-a 4°C, puis une heure'a Ja température ambiante.

Devant le bec Bensen et dans des conditions microbiologiques, les nodules sont
immerges dans ["éthanol 907 pendant | secondes. puiS‘transférés' rapidement dans le chlorure
de mercure acidifié 0,1% pendant 3 minutes, et enfin on rince avec |"eau distillée stérile 10

fois,
1~ 3 -2 - Isolement selon la méthode des nodules écrasés

Dans une boite de Pétri stérile, on dépose un nodule stérile avee 2 a 3 gouttes d’zau

distillée stérile et |’écrase avec une pince stérile, (Figure 16),
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Merterin] et Mdethoes

Fig 16 : |'écrasement des nodules

Apres couler les géloses (YMA - Rouge Congo, GPA - BCP) dans 06 boites de Péiri
steriles. et a I"aide d"une anse de platine on etale la suspension de nodules (le jus de nodules)
selon la technique des stries sur les milisux YMA - Rouge Congo, GPA = BCP dans le but &

isaler des simples colonies de bactéries.
Les boites preparées sont bien fermées ¢t incubées 4 30°C pendant 48h.
-3 -3 - Culture ;: milieu solidec—=liguide

A partir des colonres développées sur le milieu YMA - Rouge Congo, des cultures
dans un milien YMB sont réalisées (dans 06 tubes & vice) et incubges 4 30°C pendant 48h.
Dans 06 boites de Pétri conténant du YMA., des _p’rél'évememsl a partir du milieu liquide YMB
(aprés wncubation) sont ensemencés selon la méthode des stres, les boites sont incubées a
30°C pendant 48h.

Nous avons utilisé une souche de référence A6 (Rhizobium sullae) isolées et identifié

par le professeur Benguedouar Ammar, UNC {université Mantouri, Constantine),
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Murtériel et Méthodes

%__

Les colonies développées sur le milien solide YMA (les souches Ni. N2....N6 e la
sonehie de ffdrcnce AGY sonl Lansforder un milien Hquide ¥YMIB shwes des wbes & viee @1

incobees & 30°C pendant 18h.

II - Coloration de Gram

Devant le bee benzéne et dans des conditions microbiologiques. nous avons essayé de
réaliser une coloration de Gram sur des frottis a partir des souches bactériennes cultivées

antérieursment.

- recouvrir de violel de gentiane en versanl le colorant en bout de lame et en le faisant glisser

le long de la lame, Laisser agir 1 minute.

- pencher la Jame et éliminer le violet de gentiane en faisant couler sur la lame la solution de

lugol. Laisser agir 30 secondes. puis rincer 4 "eau distillée pour éliminer I"excédent de lugol.

- verser quelques gouttes d’alcool sur le frottis tenu verticalement jusqu'd ee que I"alcool

s"écoule non teinté (3 secondes environ). ringer avec un jet de pissette d ean distillée,

- recolorer par de la fuschine en versant le colorant en bout de lame et en le faisant glisser le
long de la lame. Ne pas verser la fusching sur le frottis pour éviter une eoloration trop
intense. Laisser agir 1 minute, rincer avec un Jet de pissette d'eau distillée. Laisser
sécher, puis ajouter une goutte d'huile de cédre et voir sous le microscope optigue

(grossissement x100).

IIT - L’électrophorése SDS — PAGE

Le protocole expérimental est basé sur des techniques décrites par Laemmli(1970).
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II -1 - Préparation des extraits protéigues

Une abquete de 100 pl de chague culture bacicrienne, en phase do croissance

exponetiticlle en mitien YMR, et centrifiigés § uue viteme de 6OV (v wsimin pendant 15 min

A 4 et la oulor mis o suspenslon dans 50wl de lampon de lyse et soumis & gne
Clectraphoreése sur gal de polyacrylarylamide 12% (/) cit conditiom dénatwantes,

Tampon ' échantillons

Tris 25 mM
Glycérol 192 mM
SDs 2,5%
B-mecaptoéthanol 2,5%
Bleu de bromophénol 5 mg
Eau distillée 200 ml

Dans la préparation des échantillons aprés addition du SDS ey [-mecaptoéthanol, [a
solution est portée au bain- marie bouillant 3 min pour une dénaturation compléte des

protéines. Ce traitement est nécessaire pour la rupture des ponts disulfure.

IIT -2 - préparation des solutions stocks (solutions méres)

Solutivn d'acrylamide ;

Acrylaniide 60 g
Bis acrylamide 1.6g
H>0 QSP 200 m!

Tampen de séparation : Tris-HCI 3 M pHE, 8

Tris 72,78
SDS 1.6¢
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7 7 7 M‘zte'rie_{ef-Méfkadas
Mecaptoéthanol (MCE) 0,8 ml
0 Q8P 200 ml
Ajuster & pH 8. 8 avee HCL

Tampon ‘de concentration : Tris-HC] 0,5M pHG, 8

Trig 12.1g
SDS 0.8¢
Mecaptoéthanol (MCE) 400 pl
H,0 QSP 200 m|

Adjuster & pH 6. 8 avee HCL.

Il -3 - Préparation des gels

Gel de séparation 3 12%

Solution d’acrylamide 10,4 ml
Tampon de Séparation 3.14 ml
TEMED 12,5
H,0 QSP 25 ml

Gel de conceatration 4 7, 5%

Solution d"acrylamide 5 ml
Tampon de concentration 5 ml
TEMED 20 ul
H;0 QSP 20ml

Juste avant de couler chaque gel, ajouter du persulfate d"ammonium

(ammoniumperoxodisutfate) 15%.

Préparer 0,15 gde persulfate dans 1 m| d"eau distillée st ajouter au :
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Marériel er Méthudes

Gel de séparation 140 ul
Gel de concentratiop 200 ul

I - 4 - Préparation du tampon de migration pH 8,3

Tris 1.06g
Glycine 5.04¢
8DS 0,358
Mecaptoéthanol (MCE) 175 pl
H:0 QSP 3350ml

Il -5 - Préparation des Plaques de gel

Monter les plaques dans Ie couleur (1 plaque blanche + 1 espacer de chaque coté + |
plaque en verre + | intercalaire en plastique ete.).

- couler le gel de séparation et recouviir d*eau + jsopropanol.
- retirer 'eau + "aleool ¢t eouler le gel de concentration.

- placer rapidement J¢ peigne.,

- laisser polymériser, démonter of retirer le peigne,;

- placer les plagues dans appareil 4 électrophorése et remplir avee le tampon de
migration,

IIT - 6 - Dépéts des échantillons et migration électrophorétique
Avant de déposer les échantillons, remplir les puits avee le tampon de migration.

A l'aide d'une seringue Hamilton. un volume de 20 ul de chaque échantillan protéigue est

déposé dans chaque puits,
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Matériel et Méthodes

La migration €lectrophorétique est réalisée en appliquant un ampérage constant de 80 mA et
un voltage de déparl 127 v qui atteint 4 Ta fin de migration la valeur 287 V.

La migration dure Jusqu'a 5 heures, et elle est arrérée lorsque le fond formé par

Pindicateur blew de bromophénol arive de 3 3 4 mm de Cextrémité inférienr dy gel.
IIT ~ 7 - Révélation des bandes protéiques

Solution de coloration

Méthanol 40%
Acide acitique 10%
Bleu de Comassie 0, 1%
Fau distillée QSP 200 mi

Aprés migration, le gel est démoulé, Le gel de concentration est €carté, et doric |e el de
séparation est mis dans un récipient contenant la solution de coloration pour ume nuit avec ung
I€gére agitation.

La décoloration est effectude en remplagant la selwion de coloration par Peau disiillée Jusgu’a
la décoloration compléte de gel et Papparition nette des barides protéiques.
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Résultals el discussions

%

Résultats et discussions
I - Les caractéres culturaux

Les colonies ensemencées sur les milieux solides (YMA-Rouge Congo, GPA - BCP)
apparaissent au bout de 24h, elles présentent une couleur blanche & créme, forme homogene et
un aspect lisse brillant avec une texture translucide, quelques colonies sont séparées,

Les souches bactériennes dans les 06 boites présentent quelques modifications :
- sur le milies YMA - Rouge Congo absorbent le Rouge Congo.

- sur le milien (GPA « BCP) les boites : N2, N3, N4, N6 ne modifient pas le pH et le milieu
reste de couleur mauve, la boite N5 subit un virage partiel de couleur mauve vers le jaune et
la boite N1 présente un changement ou un virage total de couleur mauve et devient jaune.
(Figure 17).

¥ .
l‘ ' = =

Fig 17 ; culture des bactéries sur milieu YMA - RC et GPA - BCP.

- le milieu YMB devient trouble grace 4 la poussé des bactéries.

- apparition des colonies crémeuses sur le milieu YMA. (Figure 18).
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Eésuliats el discussions

Fig 18 : croissances bactérienne sur YMA et dans YMB.
Il - Les caractéres microscopigues et morphologiques
II—1 - Coloration de Gram

Apres réalisation de la coloration différentielle de Gram, les bactéries apparaissent sous
forme batonnet 4 extrémités arrondies et de différentes tailles, de couleur rose, Gram négatif

- le violet de gentiane colore en violet le contenu de la bactérie et se fixe sur les composants

cytoplasmiques de toutes les bactéries.
- le lugol permet de fixer cette coloration interne.

- I"alcool sert & décolorer le cytoplasme des bactéries qui seront dites « gram négative ».
- en effet, celles ci ont une paroi pauvre en peptidoglycane, donc plus fine qui va laisser
passer ['alcool (molécule lipophile) on le mélange alcool- acétone, et qui décolorera le

cytoplasme en éliminant le violet de gentiane.

- une contre coloration ayant pour but de donner aux bactéries précédemment décolorées une

teinte Tose permettant de les visualiser au microscope. (Figure 19),
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Résultats et discussions

Fig 19 : Bactéries Gram négatif isolges a partir de la boite N5 vues au microscope optique (x 100).

IIT - Révélation électrophorétique

L’ utilisation de I"électrophorese SDS PAGE a pour but de séparer le profil protéique
des souches bactériennes étudiées selon leurs poids moléculaire et le comparer avec celui
d’une souche de référence A6 du genre Rhizobium.

Aprés 6 heures de migration, les échantillons déplacent vers le péle positif avec une
distance de 1,5 ¢m, ef aprés 16 heures ils ont migré avec une distance de 4, 5 cm. (Figure 20).
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temps de départ aprés & heures aprés 16 heures

Fig 20 : la migration électrophorétigue.

La migration des bandes protéiques était trés lente.

Comme la technique est t¢alisée pour la premiére fois au nivean de notre département,
en plus de manque de produits et la difficulté trouvée avec les plaques, il étais difficile de voir
un bon résultat pour "interpréter.

Nous avons essayé de réaliser la coloration puis la décoloration de gel, mais les tésultats resten”
illisibles. Donc on ne peut pas dire que les bactéries que nous I'étudions sont Rhizobium
Sullae. (Figure 21).
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Résultats er discussions

Fig 21 ; gel coloré,

Dans notre €tude, le réle d*électrophorése c’est de contribuer 4 'identification des
souches isolées en comparant les profils protéiques des isolats avec celui de la souche de

référence et de déterminer le coefficient de similitude.

La comparaison protéine- protéine est en relation étroite avee I’ADN - ADN ce qui
donne une idée préalable sur I'information de I'identification génotypique des isolats, et la

détermination du statut taxonemique des souches
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Exemple :
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Fig 22 ; révélationdes bandes electrophorétique. [39]
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Conelusing

Conclasion

N existe’ des plantes — notamment les léguminsuses — qui ne sont pas capables de fixer
I"azote atmosphérique que par I'intermédiaire de partenaires synibioliques : les Rizobiums, et

cela dans un contexte de microagrobie,

Dans notre etude, nous avons essayé diisoler ef de caractériser des souches.
bactériennes & partir des nodules d une léguminsuse du genre Hedysarum coronarium, Cette
caractensation est faile en présence d’une souche de rétérence A6 isolées # partir de [a méme

plante, en comparant le profil protdique des isolats avee celui de la souche A6,

La coloration de ‘Gram résulte des courts batonnets & extrémités arrondies et de

différentes tailles, de couleur rose, Gram négatif.

- sur le milieu YMA - Rouge Congo les bactéries poussent rapidement €t absorbent le

Rouge Congo.

- sur le milieu (GPA = BCP) les boiies : N2, N3, N4, N6 ne moditient pas le pH et le milieu
reste de couleur mauve, la boite NS subit un virage partiel de couleur mauve vers Ie jaune et

la boite N1 présente un changement ou un virage total de couleur mauve et devient Jjaune,
- sur le milieu YMB les bactéries poussent par des troubles.
- sur le milien YMA, développement des bactéries avec appatition des colonies crémesuses.

Apres la migration des échantillons sur gel, on n'a pas pu faire la révélation des
bardes protiques. il était trés difficile & séparer les plaques de verre et démouler le gel, alors
I'interpreétation des résultats qui n’étaient pas visibles est impossible. Donc on ne peut pas dire

que les bactéries que nous I*éudions sont Khi-obium sullie.

Le nombre croissant des espéces de Riuzabrum et 1"évolution continue de la recherche
taxonomique posent un probléme pour mettre en évidence une classification taxonomique
courante el appropriée. Pour confinmer la position taxonomigue des isolats, le travail doit 3tre

Justifie par une étude génotypique.
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Les annexes

Milieu YMB (yeast mannitol broth).

Mannital

Mg 80, TH;0O
K HPO,

NaCl

Extrait de levure

Eau distillée

Milieu YMA (yeast mannitol agar)

Mannitol

Mg SO: TH:0
K. HPO,

NaCl

Extrail de levure
Eau distillée

L* agar

Milieu YMA Rouge Congo
YMA
Solution stock de Rouge Congo

Agar

10g
0,2g
0.5¢
0.1lg
0,5g
LO00 ml

10g
0.2g
0.5¢
0.1g
0.5g
1000 m]

I5p

1000 ml
10 m]

15¢

Lex aupexes

%
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Solution stock de Rouge Congo
lg
| 000 m!

Rouge Congo

' 1au disillée

Milien GPA - BCP ; (glucose peptone agar)

) Glusose 10g

[ | Peptone 5g
Solution stock de BCP 10 ml

[ Fau distillee (000 mi

i Agar 15g

‘ Solution stack de poarpre de bromocrésol

| BCP 10g
‘ Eihanol 90" [ 000 m)
w
- Chierure de mercure aeidifié 0,1%
f’ Hetl: lg
' HCL s ml

Eau distillée ’ 1000 ml

Lgs anmexes

_ |
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Résums

Summary

Hedysarum coronarium is a legume which can establish symbiosis wifth,ni‘t-mge:n,v"‘E
Tixing soil bacterium Rhizobium. This interaction leads to the formation of nodules on the root
system of the plant.

The strains of bacteria isolated from nedules of Hedysarum coronarium collected from
the region of Guelma University (Biology Department) have undergone a series-of studies
that.included a phenotypic series of cultural tests.show that these bacteria phenotypic traits

similar to Rhizobia. Gram staining performed on fhese strains of Gram negﬁtive Tods gives.

After completion of glectrophoresis on palyacrylamide gel, we could not make the
protein banding it was very difficult to obtain interpretable results; therefore we can not say
that the bacteria studied are Rhizobia.

There are other techniques for the identification of thizobia, and to confirm the taxonomic

posifionof these bacteria, the study must be supplemented by a genotypic study.

Keywords

Nitrogen cycle, Hedysarum coronarium, Rhizobium, symbiosis, protein profile,
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Rifeamd

Résumé

Hedysarum coronarium est une légumineuse qui peut établir une symbiose fixatrice
d'azote avec une bactérie du sol Rhizobium. Cetie inferaction aboutit & la formation de nodules
aw niveau dusystéme racinaire de la plante.

Les souches des bactéries isolées a partir des nodules du Hedysarum coronarium
collectée & partir de la région de I"université de Guelma (département de Biologie) ont subit
une série d*études phénotypiques qui inclue une série de tests culturels, montrent que ces
bactéries présentent des caractéres phénotypiques comparables aux Rhizabia. La coloration de

Gram effectuée sur ces souches donne des batonnets Gram négatif.

Aprés la réalisation d’une électrophorése sur gel de polyacrylamide, on n'a pas pu
faite la tévélation des bandes protéiques; il était més difficile & obtenir des résultats

interprétables, done nous ne pouvons dire que les bactéries étudiées sont des Rhizobia.

Il reste d’autres techniques pour 'identification des Rhizobiums, et pour confirmer la

position taxonomique de-ces bactéries, I'étude doit étre complétée par une étude génotypique.
Les mots clés

Cyele d°azote, Hedysarum coronarium, Rhizobium, symbiose, profil protéique.
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