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Introduction

Les légumineuses sont des plantes herbacées, des arbustes, des lianes ou des arbres a
racines présentant souvent des nodosités traduisant une symbiose avec les bactéries fixatrices
d'azote.

L’établissement de la symbiose plante-microorganisme est le résultat d’interactions
complexes, impliquant un dialogue moléculaire, entre la bactérie et la plante hote. La plante
produit des composés (flavonoides) qui attirent les bactéries fixatrices d’azote autour des
racines. Par un phénomeéne de reconnaissance,

L’association symbiotique rhizobia- pois chiche monte une spécificité de haut degré
ou seulement deux espéces de rhizobia (mesorhizoboum cicer et Mesorhizobium
Mediterraneum)a peuvent former des gros nodules effectrices (fixateurs d’azote sur les
racines de pois chiche (Nour et al .,1994b ; Nour et al., 1995 ;Zakhia et de lajedie , 2001).en
outre, certaines espéces genre Sinorhizobium (S. medicae et S. meleloti )sont capables
d’infecter Cicer arietinum . mais en formant des petites nodules ineffectifs (Aouani et al.,
2001)

Vu son intérét nutritionnel et agronomique, une meilleure connaissance des rhizobia
nodulant le pois chiche dans le sol algérien, 1’amélioration du rendement de cette
légumineuse.

Dons ’objectif de notre travail, nous sommes intéressées a 1’étude des souches
Ranella vis-a-vis a la production de certains enzymes impliquant dans le processus de la
nodulation.

Pour cela, nous avons procédé un plan de travail a suivre :

-Revue bibliographique

-Matériels et Méthodes

-Résultats et discussion

-Conclusion
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I-Le cycle de I'azote

L'atmosphére terrestre est composée a prés de 80% de N2. L'azote est un élément important
dans la constitution de nombreuses molécules organiques (les acides aminés et protéines, en
particulier (Zahran, 1999).
Les plantes ne peuvent pas assimiler I'azote moléculaire (atmosphérique), ce dernier est assimilé
par les racines sous forme de nitrates (NO3’) ou, parfois, d'ions ammonium (NH;"). Ces ions
proviennent de la décomposition de la matiére organique azotée dans le sol (Drevon, J.J.2004)

L'azote se déplace sans cesse entre sa forme minérale et sa forme organique. Les

molécules organiques contenant de l'azote se décomposent dans le sol sous l'action des
microorganismes du sol. Cette décomposition produit de I'azote sous forme minérale (des nitrates).
Les plantes utilisent les nitrates puisés par leurs racines pour fabriquer de la matiere organique

azotée ; et le cycle recommence.
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Figure 1 : Cycle de l'azote
1-Les plantes produisent de la matiére organique azotée (acides aminés et autres molécules
organiques azotées) a partir des sucres fabriqués par photosynthése et d’ions NOj3™ puisés dans le
sol.
2. Les animaux utilisent la matiére organique azotée des plantes pour fabriquer leur propre matiére
organique azotée. Les protéines de la viande, par exemple, sont produites a partir des acides

aminés fabriqués par les plantes et mangés, sous forme de protéines végétales, par ’animal.



3. Les décomposeurs du sol (bactéries, mycetes) transforment la matiére organique azotee
provenant des plantes ou des animaux morts en CO2, H20 et ammoniac (NH3). Au contact de
I'eau, I'ammoniac se transforme en ions NH,"

4. D’autres bactéries du sol, les bactéries nitrifiantes, transforment le NH, en nitrate (NOs") qui
peut étre assimilé par les plantes. Certaines plantes peuvent assimiler I’ion NH;" qui se forme

directement a partir d’ammoniac.

I-1 Les pertes de I'azote

L'azote ne peut pas étre recyclé a 100%, il y a toujours des pertes qui semblent étre réalisées par :

I-1-1 Bactéries denitrifiantes

Certaines bactéries du sol, dans certaines conditions, peuvent transformer I'azote minéral

des sols (NO3’) en azote atmosphérique (N,) inutilisable par les plantes. Ces bactéries sont
généralement anaérobie facultative. Leur activité dénitrifiante est inhibée par I'oxygéne. Tant que
le sol est bien aéré, elles ont peu de chance de se développer. Mais si le sol est inondé (donc privé
d'oxygeéne) il peut alors rapidement perdre ses engrais azotés.

I-1-2 Lessivage d'azote minéral

Si le sol retient mal I'eau, I'azote minéral peut étre entrainé en profondeur vers les nappes
d'eau souterraines ou vers les cours d'eau avoisinants.

I-1-3 Matiere végétale ou animale exportée

Toute matiére vivante enlevée du milieu ne sera pas recyclée en engrais azoté. C'est le cas
en agriculture ou lorsqu'on déboise une forét.

Chaque plante qu’on récolte et qu’on emporte ne retourne pas se décomposer dans le sol.
L’azote que de cette plante avait puisé dans le sol pour croitre ne retourne pas au sol a la mort de
la plante. Un sol agricole, par exemple, ou la majeure partie de la végétation est récoltée et
exportée, finit par s’appauvrir en azote (et autres éléments puisés par la plante). Il en est de méme
pour une forét que I'on déboise (il faut dire que le bois proprement dit qu'on préleve n'est pas
tellement riche en N, P ou K mais c'est surtout de la cellulose (C, O et H).

Une bonne partie de I’azote d’un champ de blé, par exemple, va se retrouver dans les cours d’eau
ou sont déversées les eaux d’égouts des grandes villes et non dans le champ d’ou vient ce blé. Le
champ d’ou vient le blé a perdu de sa fertilité et le cours d’eau, lui, en a maintenant trop (nous

verrons, plus loin, I’effet sur le cours d’eau de cette surfertilisation).



-2 La fixation de |I'azote

1-2-1 La fixation industrielle de I'azote

On peut produire de I'engrais azoté a partir de I'azote de I'air par la réaction de Haber-Bosh
500°C

300 atmospheres

3H2+ N2 2NH3

Le dihydrogéne est produit & partir de gaz naturel (CH,4). L'ammoniac produit peut étre
utilisé directement ou converti en nitrates (ex. nitrate de sodium NaNO3 ou nitrate d'ammonium
NH4NO3). [Il faut I'équivalent de 2 a 3 tonnes de pétrole pour produire une tonne d’engrais
azoté par le processus Haber-Bosch (le gaz naturel pour fournir I'nydrogene et température et
pression élevées nécessaires pour la réaction). On produit environ 40 millions de tonnes
d'ammoniac par le procédé Haber/Bosh par année. C'est environ 1/5 de ce qui est produit par les
bactéries fixatrices d'azote sur toute la planete.

La moitié de I'engrais ajouté est absorbée par les plantes cultivées. Le reste est absorbé par
d'autres plantes ou lessivé.

Les hauts rendements agricoles qui permettent actuellement de nourrir la population mondiale ne

seraient pas possibles sans cette production industrielle d'engrais azoté.

I-2-2 La fixation biologique de I'azote
C'est le processus de la fixation biologique de I'azote qui permet de produire des substances
protéiques a partir de I'azote gazeux présent dans lI'atmosphére et I'environnement.

C’est une réduction enzymatique de N, (azote moléculaire) en azote ammoniacal, ou
ammoniac (NHs) ; cette forme de N combiné, appelée intermédiaire-clé, représente la fin de la
réaction de fixation et le début de I'incorporation de I'azote fixé dans le squelette carboné. Dans le
systeme biologique fixateur de N2 les conditions optimales de la catalyse biologique
correspondent a une pression de 0,2 a 1,0 atm de N2 et une température de 30-35°C, alors que les
conditions de la catalyse chimique sont tres séveres (pression de 250-1.000 atm de N, et
température de 450°C)

I-3- Les bactéries fixatrices d'azote
a)Les fixateurs libres :
Il existe des bactéries libres qui vivent dans le sol et assurent la fixation de l'azote, soit

seules, soit en symbiose avec d'autres bactéries. Ce sont principalement:
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- Des bactéries aérobies : Azotobacter, Azomonas.
- Des bactéries anaérobies : Clostridium.
b) Les fixateurs symbiotiques :

D'autres bactéries vivent en symbiose avec des plantes. Certaines bactéries fixant I'azote
vivent en liberté, mais la plupart des especes économiquement importantes, telles que les bactéries
du Rhizobium, vivent au sein de nodosités spécialisées sur les racines de légumineuses. La
formation de ces nodosités exige une relation génétique intime entre les bactéries et la plante
puisqu'on connait de nombreuses mutations dans leurs génomes respectifs qui peuvent bloquer le

développement d'une nodosité fonctionnelle

¢) Autres formes de fixation de I’azote : les orages
Au voisinage des éclairs, les hautes températures et pressions engendrées permettent la
formation d'oxydes d'azote qui retombent au sol avec la pluie. Il y a 45 000 orages par jour sur
notre planete.
d) Bactéries et Cyanobactéries fixatrices d'azote du sol
Le sol contient de nombreuses espéces de bactéries et de cyanobactéries (appelées aussi
algues bleues) pouvant transformer l'azote atmosphérique en ammoniac. Plusieurs de ces
microorganismes vivent a la surface des racines des plantes (un environnement appelé la
rhizosphere) ou méme dans les tissus de certains vegétaux.

L'ammoniac est rapidement transformé en nitrates par les bactéries du sol.

I-4 Biochimie de la Fixation
I-4-1 -La nitrogénase
Dans I’industrie, la fixation de 1’azote est typiquement effectuée en présence de fer
agissant comme catalyseur, a environ 500°C a une pression de 300 atm. Il n’est pas
surprenant, par conséquent, que le processus biologique de fixation de I’azote nécessite un
enzyme complexe : c’est le complexe nitrogénase.
Le complexe nitrogénase, qui réalise cette transformation fondamentale, est constitué de deux

protéines (Fig2) :
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Figure 2 : Cycle de la Nitrogénase

1) Une dinitrogénase réductase : (la nitrogénase 1) qui fournit des électrons de haut pouvoir
Réducteur, renferme deux sous unités identiques, elle contient du Fer et se comporte comme
Une réductase de 64 KDa (Leclerc, 1995 et Hopkins, 2003)

2) Une nitrogénase : appelée aussi molybdoprotéine (MoFe protéine) c’est la composante
Principale du systéme enzymatique formée de quatre sous unités (tétramérique) a2 2 de 220
KDa, chaque monomere contient un centre (4 Fe - 4 S) reliés entre eux deux par deux, ce
Synthese bibliographique tétrameére est associé a un cofacteur protéique qui content 8 Fe et 2
atomes de molybdéne (Mo), qui utilise ces électrons pour réduire N2 en NH3. (Leclerc, 1995 et
Hopkins, 2003)

Le transfert des électrons de la réductase a la nitrogénase est couplé a I’hydrolyse de I’ATP
Par réduction (Fig 3)
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Figure 3 : Représentation du complexe nitrogénase.

Le bilan global de la réaction catalysée par la nitrogénase est :

N, + 8H" + 8¢ + 16ATP — 2NH3+ H,+ 16 ADP + 16Pi

1-4-2 La leghémoglobine
Le complexe nitrogénase est extrémement sensible a I’inactivation par O2. La
Leghémoglobine abaisse considérablement la concentration d’O2 libre dans les nodules de la
Plante en le fixant ; I’oxygeéne fixé par la leghémoglobine n’est plus libre dans les nodules et

ne peut donc plus interagir avec la nitrogénase pour I’inhiber.

Le site actif contenant le molybdéne du complexe nitrogénase est spécifiquement concu
pour réduire 1’azote moléculaire (N;), mais peut étre aisément empoisonné par l’oxygene
moléculaire libre (O, libre).

Néanmoins, les bactéroides ont également besoin, comme la plante héte, d’un
ravitaillement régulier en oxygéne pour leur métabolisme. La plante hote, répond a ces exigences
en synthétisant de grandes quantités de leghémoglobine, qui va porter 1’oxygéne libre a un niveau
suffisamment faible pour ne pas endommager la nitrogénase.

Bien que la plante synthétise le polypeptide de la leghémoglobine, le cofacteur constitué
par L’Heme est fourni par les bactéries elles-mémes (la leghémoglobine est constitué de deux parties :

un polypeptide et un héme).



I-4-3Assimilation de I'ammonium
Quelque soit l'origine du NH4" celui-ci va étre pris en charge, a I'intérieur de la plante,

par un systéme enzymatique, GS-GOGAT. Sous ce nom barbare se cache deux enzymes
travaillant a la chaine. La premiére (GS pour Glutamine Synthase) rajoute un NH3 a une
molécule de glutamate. La glutamine ainsi formée, transfert un de ses groupements azotés a
un acide cétoglutate, grace a la seconde enzyme GOGAT (pour Glutamine OxoGlutamate
Amino Transférase). On obtient alors deux molécules de glutamate, les réactions peuvent
alors s'enchainer en boucle (Fig 4). (Brewin et col. 1992)

Bacterioid

4»

Figure 04 : Assimilation de I’Ammonium
Le glutamate sert également de matrice aux différents acides aminés. Grace a une
transaminase, il transfert un de ses groupement azoté a une autre molécule pour former un
acide aminé et un cétoacide. Les plantes symbiotiques fixent ainsi de 300 a 400 kg de diazote

par hectare et par an.

I1- Interaction moléculaire plante-Rhizobium

Les légumineuses établissent une relation symbiotique avec les bactéries du sol, le Rhizobium
(figure 05), cette association se manifeste par la formation sur les racines des Iégumineuses hotes
des oranges spécialisés, les nodosités. Au sein desquels, les Rhizobia réduisent 1’azote
atmosphérique en ammonium, assimilable par les plantes. (Lindstroim, 2002 ; Dénarieé et col.,
2004).



L’interaction plante-Rhizobium est hautement spécifique : une espéce bactérienne
n’affecte et nodule qu’un nombre défini d’espéce végétale, néanmoins le degré de spécificité est

variable selon la souche bactérienne et la plante héte. (Debellé, 2001).

L’association entre les Rhizobium et les légumineuses est facilité par I’interférence
moléculaire qui a lieu dans la rhizosphere. (Terefework, 2002). Divers composés déterminant une
chimiotaxie positive sont émis par la racine, tel que : les hydrates de carbone, des acides animés,
des acides organiques, des vitamines et des dérivés phénolique, dont la plupart augmente la
croissance des micro-organismes dans la rhizosphére. (Pelmont, 1995 ; Terefework, 2002).
Parmi ces composés, les flavonoides sont importants dans la perspective symbiotique, car ils
induisent les génes nod contrdlant la synthese des facteurs nod, responsable de la spécificité et de
la reconnaissance entre les symbiotes et le déclanchement de 1’organogénese nodulaire. Donc le
développement nodulaire est programmeé par la plante et déclenché par la bactérie. (Terefework,
2002).

Les génes nod D qui reconnaitre les flavonoides inducteurs, activent la transcription
des opérons porteurs d’autre géne notamment 1’opéron nod ABC, nod EF et la nod M. (Pelmont,
1995).

Les facteurs Nod produits par des Rhizobia différents partagent une structure chimique
comme d’un lipochitooligosaccharide (LCO), un type de molécule qui a été détecté jusqu’a

présent exclusivement chez les Rhizobia. (Debellé, 2001).

Les facteurs Nod, qui sont des oligomeéres de chitine N-acylés par une chaine d’acide
gras ; chaque espece de Rhizobium synthétise un type de facteurs Nod présentant une combinaison
de substitutions chimiques particuliére qui confére a la bactérie sa spécificité d’hote. (Dénarie,
2004).  Les facteurs Nod induisent de profondes transformations dans les racines de 1’h6te pour
prépare ’infection symbiotique et induire I’organogenése des nodosités : réorganisation du
cytosquelette, activation de la transcription de génes symbiotiques précoces (nodulines), une
dépolarisation de la membrane plasmique et un flux des ions, induction des divisions cellulaires.
(Pingret et col., 1998. Dénarié¢, 2001. Corbiére, 2002).

Les LCO exercent une action hormonale sur la racine et provoquent I’incurvation de
I’extrémité des poils absorbants en crochet caractéristiques ainsi que la formation de pré-nodules

par stimulation de la mitose des cellules corticales.
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Les facteurs Nod spécifique sont fonctionnels a des concentrations de ’ordre de
picomolaire sur les légumineuses, ce qui suggere les facteurs Nod sont percu par des récepteurs

specifiques a haute affinité (fig 5). (Pingret et col., 1998).
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Figure 5: Dialogue moléculaire entre les deux partenaires symbiotiques implique les facteurs
Nod. (Deléglise, 2001)

I11- Spécificité de la symbiose

La symbiose légumineuse — Rhizobium est tres spécifique, un Rhizobium donné n’est
capable d’effectuer une symbiose fixatrice d’azote que si I’autre partenaire appartiens au son
spectre d’hote. Et le contraire est juste. Les amplitudes des spectres des Iégumineuses et des
rhizobia sont tres variables. En effet, on retrouve des associations trés spécifiques pour le
partenaire bactérien, tel que Azorhizobium caulinodans qui ne s’associe qu’avec Seshania
rostrata (Dreyfus et col, 1988), alors que cette méme 1égumineuses possede d’autres
partenaires bactérien (Sinorhizobium saheli et S. terangae.) (Boivin et col 1997). D’autres
symbiotes bactériens présentent un spectre d’hte modérément spécifique, comme

Sinorhizobium meliloti qui s’associe avec les especes des genres Medicago, Meliloti et

10



Trigonelle (De Lajudie et col 1994). Par contre, d’autres espéces nécessitent des dispositions
Particuliéres a la symbiose, comme le pois afghan (Galga) (Firmin et col 1993, Terefework et
col 1998). En outre, les études de spectre d’hdte ont révélé qu’en proportion peu de rhizobia
ne s’associait qu’avec une seule espéce de légumineuse ; la plupart des rhizobia pouvant établir
une symbiose avec différents partenaires végétaux (Zahran 2001, Perret et col 2000 ; Tan et col
1999).
IVV-Le macrosymbiont : la Iégumineuse (ou fabacées)

Sont les graines de plantes a gousses et se présentent sous diverses formes et coulures,
parmi les pus connues se trouvent les lentilles, les pois secs, les féveroles et les feves, les haricots

Secs, e soja et les arachides.
VI-1 - Présentation générale des Iégumineuses

La famille des légumineuses est tres diverse avec trois sous familles: Mimosoideae,
Caesalpinioideae, et Papilionoideae (Doyle et Luckow. 2003) et compte environ 20.000 especes
(Gepts et col. 2005) a sous famille des Papilionoideae regroupe les espéces cultivées les plus
importantes économiquement. Ces légumineuses cultivées forment deux groupes appelés
Galegoides et Phaseoloides, a 1’exception de 1’arachide qui appartient au groupe des
Aeschynomeneae (Broughton et al. 2003). Les légumineuses sont cultivées principalement comme
source de protéines pour la consommation humaine (haricot, pois, feve, ....) ou 1’alimentation
animale (soja, uzerne,....) grace a la fixation symbiotique de 1’azote. Elles sont aussi une source
importante d’huiles végétales (arachide) et de bois de qualit¢ (bois de rose, ébene). Les
légumineuses a graines constituent toujours une part importante de I’alimentation du monde,
particulierement dans les pays en développement ou elle sont a principale source de protéine pour
I’homme. Citons le Haricote (Phaseolus vulgaris) en Amérique Latine, le pois chiche (Cicer
arietinum), la lentille (Lens culinaris) et la feve (Vicia faba) dans le bassin méditerranées, le soja
(Glycine max) en Asie sans oublier I’ Arachide (Arachis hypogea) et le pois (Pisum sativum) dans

e monde entier.

Les graines de légumineuses sont plus riches en protéines et moins riches en glucides que
celles céréales : on distingue les espéces a graines riches en protéines et en huile, sans amidon,

classées comme protéagineux (pois, feverole) ou Iégumes secs (haricote, lentille, pois chiche).
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VI1-2 Principales caractéristiques des legumineuses

Il existe souvent une spécificité étroite entre les partenaires de ’interaction symbiotique,
c’est —a dire qu’une espéce de rhizobium donnée ne peut former des nodosités fixatrices d’azote

que sur un nombre limité d’espéces de 1égumineuses.

VI1-3 Classification des légumineuses

La famille des fabacées est une famille des plantes dicotylédones. Pendant longtemps, elles
portaient le nom Papilionacées a cause de la forme particuliére de leurs fleurs ou I'on reconnait un
pétale supérieure ou étendard, deux pétales latéraux ou ailes et deux pétales inférieurs unis ou
caréne. De nombreuses légumineuses constituent une source majeure de protéines et huiles
végétales (Graham et Vance, 2003) et sont largement cultivées sur I'ensemble de la planete. La
plus grande partie des légumineuses (88%) des especes étudiées interagissent avec les bactéries du
genre Rhizobium pour former des nodules fixateurs d'azote (De Faria et col. 1989; Hirsh et col,
2001). De ce fait les légumineuses sont parmi les plantes les plus étudiées (Patriarca et col, 2004:
Gage, 2004; Stacey et col 2006)

Le nom de la Famille des Fabaceae, découle du nom de genre Faba. Or, il se trouve que ce
nom de genre n'est plus utilisé, ayant laissé place au genre Vicia. Un représentant de I'ancien genre
Faba (du latin faba, féve) est la féve, anciennement Faba vulgaris, maintenant Vicia faba.

La famille est aussi appelée couramment Légumineuses (Leguminosae) ou Papilionacées
(Papilionaceae), mais ces ne sont pas de vrais synonymes. Chaque nom s'appligue a une condition

particuliére. Selon les classifications, la composition de cette famille varie:

- Les Fabacées, au sens limité, est adopté en classification classique (1981). Ce groupe est nommé
Fabaceae (stricto sensu) ou Papilionaceae. Cette famille comprend 12 000 especes réparties en
plus de 400 genres.

(En classification phylogénétique, ce groupe des plantes serait la sous-famille Faboideae.)

- Les Fabacées, au sens large, est adopté en classification phylogénétique d’APG II (2003). Ce
groupe est nomme Fabaceae (lato sensu) ou Leguminosae. Cette famille comprend 18 000
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especes reparties dans trois sous-familles. (En classification classique, ce groupe des plantes serait

I'ordre des Fabales avec trois familles.).

Dans la classification des légumineuses, il apparait les trois sous-familles :
sous-famille Caesalpinioideae avec une fleur pseudo-papilionacée ;
sous-famille Mimosoideae avec une fleur réguliére;
sous-famille Faboideae ou Papilionoideae avec une fleur typique en papillon.
Les Fabacées, au sens large, sont des plantes herbacées, des arbustes, des arbres ou des lianes.
C'est une famille cosmopolite des zones froides a tropicales. La fonction chlorophyllienne est
parfois transférée aux tiges.
VI-4 Le Pois chiche :

VI1-4-1 Généralités :

Le pois chiche (Cicer arietinum L) est parmi les légumineuses alimentaires a grosses

graines les plus cultivées dans le monde avec le pois, la lentille et la féeve (Gordan, 2001)
VI-4-2 Historique :

Le pois chiche, Cicer arietinum L .compte parmi les légumineuses a graines domestiquées
par I’homme depuis I’ Antiquité. Le nom spécifique « arietinum »fait référence a la forme de la

graine en téte de bélier « aries »flanquée de ses cornes.

Le pois chiche est originaire du Proche-Orient (sud-est de la Turquie, Syrie) il y’a environ
94000 année. L’expansion de la culture de cette plante a été rapide dans les régions
méditerranéennes, car elle était cultivée en Egypte depuis au moins6000ans. Ensuite, sa culture
diffusa dans les autres régions autour de la méditerranée pour atteindre 1’Europe du Nord et enfin
I’Inde en passant par 1’ Afghanistan, d’ou le nom hindi « Kabuli Chana », en référence au nom de

la capitale de 1’ Afghanistan « Kaboul » (site web n°01)
VI1-4-3 Taxonomie et caractéristique botanique :
Sur le plan taxonomique, le pois chiche appartient a la

Regne Plantae
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Sous-regne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous- classe Rosidze

Ordre Fabales

Famille fabaceae

Genre cicer

Espéce cicer artietinum L (Spichiger et al.2002)

Sur le plan botanique ,le pois chiche est décrit comme une plante herbacée annuelle ,
dressée , ramifiée depuis la base , et couverte de poils glandeux sa germination est du type
hypogene c.a.d. les cotylédons restent souterrains ces racines peuvent atteindre 1 metre de
profondeur et sa tige anguleuse a une hauteur de 0,20 a 1 metre de haut , les feuilles sont composé
de 7 a 17 folioles ovale a bord dentelé attachées a un seul pétiole les fleurs, sont solitaires
,pédonculées et peuvent étre blanche, bleues ou violette, le fruit est une fousse, pelucheuse et

pendante, qui contient 1a 2 graines globuleuses (Gaussen et al.,1982)

Selon la taille des graines et des feuilles ainsi que la couleur des fleurs 1’espéce cicer

arietinum L est répartie en deux groupes

Type kabuli (nommé Garbanzo) : comporte les variétés a grosses graines (poids supérieur a
25¢/100graines) de formes rondes, de couleur créme pale et reconvertes d’un tégument mince,
donnant des plantes de grandes tailles des fleurs blanches et des feuilles larges et longues de 10a20
mm. Type desi : renferme les variétés a petites graines (poids inferieur a 25 g /100 graines)de
forme irréguliére et de couleurs variées (blanc, vert, violet, rose ou marron), ayant un tégument
épais , souvent pigmenté. Ce type donne des plantes de petit es tailles a fleurs typiquement violette

et des feuilles petites de 6a9 mm de long (Gordan ,2002b)
VI- 5 Intéréts du pois chiche :
VI-5-1 Intéréts alimentaire :

le pois chiche constitue une excellente source de protéines (20,5%) , de glucides (61,0%),

de fibres, de vitamines(groupe B) et des minéraux (phosphore et potassium) avec
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une valeur énergétique de 362 calories pour 100g .par contre , le pois chiche est faible en sel en

cholestérol et a haute teneur en fibre , sa farine étant exemple de gluten , convient aux personnes

souffrant de la maladie caeliaque (Gordan,2006)
Les résidus de récolte de cette plante sont utilisés dans 1’alimentation des bovins.

En Algérie, I'utilisation des graines pour 1’engraissement des bovins est pratiquée seulement

sur certaines par celles ou la production a été trop faible (Maatougui, 1998)
VI-5-2 Intérét agronomique et écologique :

Le pois chiche exerce une influence trés favorable sur la fertilité des sols grace a la
symbiose fixatrice d’azote atmosphérique établie avec les rhizobia cette symbiose permet de fixer
de 220 a364 kg d’azote a I’hectare et de minimiser en revanche 1’utilisation des engrais chimique.
Polluants (Bacha ,1998).Ainsi, I’introduction du pois chiche dans les assolements permet
d’augmenter le rendement grainier et la concentration protéique de 6 a 16% en comparaison avec

I’alterance blé dur — blé tendre (Larbi, 1991)
VI-6 Zones de culture du pois chiche :
Dans le monde, la culture du pois chiche est répartie dans les différents continents.

En effet, sa culture se fait en Asie, En Amérique du Nord et Sud, au Moyen-Orient, Ainsi

qu’en Afrique du Sud et en Australie.

Dans le bassin méditerranéen, la culture de cette 1égumineuse est localisée au sud de 1I’Europe
(France, Espagne et Italie), en Afrique du nord (Maroc , Algérie , Tunisie et Egypte ) Ainsi qu’en
Turquie et Syrie (Gordan,2006)

L’Asie et I’ Australie cultivent principalement le pois chiche de type Desi alors que les autres
régions du monde cultivent essentiellement le type Kabuli. le Canada fait 1’exception en

produisant a les deux types Desi et Kabuli (Gordan, 2002b)

En Algérie , la culture du pois chiche est pratiquée en deux périodes de I’année printemps et
hiver .En effet , le semis du printemps (mars, Avril) donne des rendements faibles en farines a
causes du déficit hydrique et des fortes températures touchant notre pays dans cette période de

I’année (Zeghouane ,1993) cependant , le semis précoce ou semis d’hiver (Novembre, Décembre)
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se caractérise par I’amélioration du potentiel de production de pois chiche mais a condition

d’utiliser des variées résistantes au froid et aux maladie telles

que I’anthracnose et le flétrissement (bouhaouchine et al., 1998) Permis les variétés utilisées dans

le semis d’hiver ,on cite : FLiP84-92 et FLiP90-13(bouznad et al., 1998).

Le climat méditerranéen tempéré de 1’ Algérie, permet la culture du pois chiche dans de
vaste région du Nord du pays. En effet, la culture est pratiquée a 1’Ouest (Tlemcen , Sidi Bel
Abbés, Chlef ) au centre (Tizi ouazou, Bawira, Medéa et Blida) et a ’Est Algérien (Mila, Skikda
,Constantine et Guelma) en route outre, la wilaya de Biskra se caractérise par la culture de

nombreuses Iégumineuses dont le pois chiche (Maatougui,1998).
V- Le microsymbiant : Le Rhizobium

Les Rhizobiae furent isolés par Beijerinck en1888 et identifies comme agents de la fixation

d’azote, ¢’est Franck 1891 premier a proposé le nom de Rhizobium.

Actuellement les familles des Rhizobiaceaes comportent 4 genres: Rhizobium,
Bradyrhizobium, Agrobactérium, Phyllobactérium ; en plus, 3 autres nouveaux genres ont été
proposés : Azobactérium, Sinorhizobium, Photorhizobium. (Werner, 1992)

V-1 Caracteres généraux

Les Rhizobium sont des bactéries Gram négatives, strictement aérobies, possédant une
forme de batonnets de 0,6 a 0,9 de largeur et de 1,2 a 3 de longueur et non sporulant (Jordan,
1984). Phylogénétiquement, ils appartiennent a la subdivision d’alpha Proteobacreriae (Zakhia et
de Lajudie, 2001 ; Laranjo et al. 2002)

Ce sont des bactéries mobiles grace a un flagelle polaire ou subpolaire ou 2 a 6 flagelles

peritriches

Les espéces de Rhizobium en culture ont besoin d’un milieu qui renferme une source de

carbone et une source d’azote plus des sels minéraux (Somasegaran et Hoben, 1994).
V-2 Caractéres biochimiques et physiologiques

Les Rhizobiums possédent un systéme respiratoire, ou 1’oxygene est 1’accepteur terminal des

¢lectrons dans les conditions d’aérobie ; alors que dans les conditions d’anaérobies, les espéces de
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Rhizobium peuvent utiliser les nitrates et les nitrites comme accepteurs d’électrons

(Benguedouer2000 ; Werner, 1992).

Comme toutes les bactéries Gram négatives, le Rhizobium libére dans le milieu
environnant de petites quantités de Lipopolysaccharides (LPS) émanés de la membrane externe
(Pelmont, 1995), dans le motifs sucrés (oligosaccharides) induit une spécificité
antigénique(Leclerc,1995).

Les exopolysaccharides sont d’une importance spéciale dans la spécificité et la caractérisation de
la surface cellulaire. La voie d’Enter-Dondoroff est le mécanisme principal du métabolisme des
carbohydrates. (Werner, 1992)

Une croissance optimale de la plupart des souches de Rhizobium a lieu a des températures
variant de 25 a 30°C et un pH 6-7 (Somasegaran et Hoben, 1994). Les températures extrémes
sont de 4°C et 42,5°C. Les de Rhizobium peuvent se développer a pH comprise entre 4,5 et 9,5
(Gordan, 1984).

V-3 Caracteres genétiques

La génétique de Rhizobium n’pas chose simple, en raison du grand nombre de génes
impliqués dans la symbiose est les nombreuses particularités d’une souche a 1’autre (Pelmont,
1995). Les souches de Rhizobium nodulans les légumineuses sont considérées particulierement
sensibles en raison de leurs caractéristiques génétiques (Patricia et al ; 1998 ; Raposeiras et al ;
2002).

L’ordre chromosomique et les génes métaboliques dans le Rhizobium est généralement tout
a fait différent de cela trouvé pour E coli, les genes qui codent pour des fonctions similaires ne
sont pas groupés, mais plut6t aléatoirement distribués dans le génome, le chromosome type de
Rhizobium meliloti montre que les genes codent pour la biosynthése du tryptophane sont localisés

sur trois régions différentes. (Werner, 1992)

Le génome du Rhizobium est particuliérement intéressant, il peut y avoir trois types de réplicons
pour un chromosome de taille supérieur a 4 Mb, un méga plasmide (1 -2 Mb) et un plasmide de taille
inférieur a1 Mb (Laranjo et al, 2002).

La présence d’un plasmide de grande dimension ou mégaplasmide (Psym) est une caractéristique
intéressante dans toutes les souches de Rhizobium meliloti. Les génes Nod, Nif et Fix sont groupés selon

une distribution comparable d’un plasmide a 1’autre. (Pelmont, 1995)



Chez certaines souches de Rhizobium jusqu’a 25% de I’ADN total est présent sous forme
de plasmide. Tous les plasmides connus des Rhizobium, le plasmide sym( entre 100 Da et plus de
300M Da ) est particulierement remarquable (Werner, 1992), puisque les genes responsables de la
nodulation et de la fixation de 1’azote dans les souches de Rhizobium sont situés sur ce simple
réplicon symbiotique (Patricia et al, 1998), des genes codent pour des bactériocines et de la

production des pigments sont aussi présent (Werner, 1992).

La spécificité de 1’hdte est codée par les génes du plasmide sym, un échange dans ce

plasmide signifie un échange dans la spécificité, de I’hote (Pelmont, 1995).

Le génome de Rhizobium est complexe, contenant beaucoup de séquences repétitives
d’ADN qui peuvent fournir des emplacements pour la recombinaison et des réarrangements
génomiques. L’augmentation de la température, peut produire des délétions de plasmide et des
réarrangements d’ADN ayant pour résultat la perte ou des changements des propriétés
symbiotiques. En conséquence, cette instabilité¢ génétique compromet 1’utilisation des souches de
Rhizobium dans la production commerciale d’inoculum (Patricia et al, 1998 ; Raposeiras et al,
2002).

V-4 Classification actuelle des Rhizobiums
Par convention, on nome « Rhizobium » toute bactérie, quelque soit son genre, qui est
capable d’établir une symbiose avec légumineuse. La taxonomie des Rhizobiums est en
changement permanent. Ceci est d aux progres technologiques dans chacun des trois criteres
utilisés en taxonomie : la morphologie, la physiologie et I’analyse des séquences jusqu’en 2003,
36 especes rhizobiales étaient distribuées parmi 7 genres. On cite les genres suivants : Rhizobium,

Sinorhizobium, Azohizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium (F. Lazrek Ben Friha, 2008)

Tableau 1: classification récente des rhizobia (Avril 2012)

Genre Rhizobium

Rhizobium alamii Berge et al. (2009)

Rhizobium alkalisoli Lu et al. (2009b)




Rhizobium cellulosilyticum

Garcia-Fraile et al. (2007)

Rhizobium daejeonense

Rhizobium endophyticum

Lopez-Lopez et al. (2011)

Rhizobium alkalisolo

Rhizobium cellulosilyticum

Rhizobium etli

Rhizobium galegae

Rhizobium gallicum

Rhizobium giardinii

Rhizobium hainanese

Rhizobium herbae

Ren et al. (2011b)

Rhizobium huautlense

Rhizobium indigoferae

Rhizobium leguminosarum

Rhizobium loessense

Anciennement “ Rhizobium huanglingense “

Rhizobium lusitanum

Rhizobium mesosinicum

Lin et al. (2009)

Rhizobium miluonense

Gu et al. (2008)

Rhizobium mongolense

Rhizobium multihospitinum

Han et al. (2008)

Rhizobium oryzae

Peng et al. (2008)

Rhizobium phaseoli

Confirmé en tant qu’espéce. Ramirez-

Ramirez et al. (2008)

Rhizobium pisi

Ramirez-Bahena et al. (2008)

Rhizobium tibeticum

Hou et al. (2009)

Rhizobium sullae

Anciennement “ Rhizobium hedysari*

Rhizobium tropici

Rhizobium tubonense

Zhang et al. (2001)

Rhizobium undicola

Anciennement ¢ Allorhizobium undicola“

Rhizobium vignase

Ren et al. (2011)

Rhizobium yanglingense




Genre Mesorhizobium

Mesorhizobium albiziae

Wang et al. (2007)

Mesorhizobium alhagi

Chen et al. (2010)

Mesorhizobium amorphae

Mesorhizobium australicum

Nandasena et al. (2007)

Mesorhizobium camelthorni

Chen et al. (2011)

Mesorhizobium caraganae

Wang et al. (2007)

Mesorhizobium chacoense

Mesorhizobium ciceri

Anciennement Rizobium ciceri

Mesorhizobium gobiense

Han et al. (2008b)

Mesorhizobium huakuii

Anciennement Rhizobium huakuii

Mesorhizobium loti

Anciennement Rhizobium loti

Mesorhizobium mediterraneum

Anciennement Rhizobium mediterraneum

Mesorhizobium metallidurans

Vidal et al. (2009)

Mesorhizobium opportunistum

Nandasena et al. (2009)

Mesorhizobium plurifarium

Mesorhizobium robiniae

Zhou et al. (2010)

Mesorhizobium shangrilense

Lu et al. (2009)

Mesorhizobium septentrionale

Mesorhizobium tarimense

Han et al. (2008b)

Mesorhizobium temperatum

Mesorhizobium tianshanense

Anciennement Rhizobium tianshanense

V-7 Les Rhizobactéries favorisant la croissance des plantes :

Les microorganismes de la rhizosphére trouvent dans ce milieu des substrats
énergétiques libérés par les racines et nécessaires a leur métabolisme : sucre, acides aminés, acides
organiques, hormones.....etc. Certains de ces microorganismes, principalement des bactéries, sont

capables de coloniser efficacement les systemes racinaires et influencent de maniére bénéfique la

plante en stimulant sa croissance et/ou en la protégeant contre des




infections par des agents phytopathogéenes. Ces bactéries de la rhizosphére sont connues sous le
terme PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) (Marcel et al. 2001)

En fonction de leur degré d’association avec les cellules des racines des plantes ainsi
que de leurs sites résidant, Les PGPRs peuvent étre classés en deux groupes (Martinez-Viveros et
al. 2010)

e ePGPR (Rhizobactéries rhizosphériques favorisant la croissance végétale) qui peuvent
exister dans la rhizosphere, sur le rhizoplan, sur la surface des racines ou dans les cellules
du cortex racinaire. lls ne produisent pas de nodules, mais favorisent la croissance des
plantes (Gray et Smith, 2005). Les genres bactériens tels que: Agrobacterium,
Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Caulobacter Erwinia,
Flavobacterium, Micrococcous, Pseudomonas et Serratia appartiennent a ce groupe de
bactérie (Gray et Smith ,2005). Ce groupe de bactérie correspond aux PGPR.

e iPGPR (Rhizobactéries endophytes favorisant la croissance des plantes) qui vivent a
I’intérieur des cellules végétales, produisent des nodules (cas des Rhizobium avec les
légumineuses), et sont localisés a I’intérieur des structures spécialisées. (Khan, 2005). Ce
groupe de bactérie comprend des genres bactériens tels que : Allorhizobium, Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium... etc. (Wang et Matinez-Romero, 2000), ce groupe de
bactéries correspond aux bactéries symbiotiques.

V-8 Mode d’action des PGPRs

Selon Glick et al. (1999) les mécanismes généraux de la promotion de la croissance des
plantes par PGPR comprennent la fixation d’azote, I’abaissement du taux d’éthylene, la
production de sidérophores et de phytohormones, 1’induction de la résistance aux pathogénes, la

solubilisation des nutriments, la diminution de la toxicité des polluants, etc.

Castro et al. (2009) suggerent que les souches PGPR peuvent favoriser la croissance des
plantes et le développement, soit par des mécanismes directs ou indirects.

La stimulation directe inclut la fixation de 1’azote (Ardakni et al. 2010), la production de
phytohormones telles que les auxines, les cytokinin (Castro et al., 2008) et gibbérellines (Narula et

al., 2006), la solubilisation des minéraux comme le phosphore et le fer (Hayat et al.,2010),



la production de sidérophores et des enzymes et 1’induction de la résistance systématique (Pathma

et al., 2010).

Cependant la stimulation indirecte est fondamentalement liée a la lutte biologique, y
compris la production d’antibiotiques, la chélation du fer disponible dans la rhizospheére, la
synthése d’enzymes extracellulaires pour hydrolyser la paroi cellulaire fongique et la compétition
pour les niches au sein de la rhizosphére (van Loon, 2007). Les souches prometteuses de la
stimulation indirecte (Damayanti et al. 2007). Outre, la transformation de 1’azote et
I’augmentation de la biodisponibilité du phosphore, 1’acquisition du fer, I’exposition de 1’activité
enzymatique spécifique et la protection des plantes contre les pathogenes nuisibles par la
production d’antibiotique peut également améliorer la qualit¢ des cultures dans I’agriculture

(Spaepen, et al., 2007). La figure 04 résume les différents mécanismes d’action des PGPRs.
VI-Génétique de la nodulation

VI-1 Les genes de la nodulation nod

Les genes nod portés par le Rhizobium et le Bradyrhizobium, sont les génes de
symbiose les plus spécifiques pour le microsymbiant, permettant la communication avec la plante

hote pour former les nodules. (Zhang et al, 2000)
% Lesgenesnod D

Les genes nod D ont été suggérés jouer un role dans la spécificité de 1’hote. La
différence dans la réponse des génes nod D aux flavonoides libérés par la plante héte, suggere
qu'il existe 3 copies des genes nod D (nod D1, nod D2, nod D3) ce qui constitue un avantage pour

I’augmentation de I’interaction avec différentes plantes hote. (Lucinda, 1998)

Les génes nod D sont activés par des différents flavonoides et flavones, les protéines
Nod D activent I’expression des génes de nodulation du Rhizobium en se fixant sur leurs
promoteurs spécifique assez long (50 paires de base) appelé « nod box »(fig 6) (Debellé et al.,
2001,Pelmont,1995)
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Figure 06 : Régulation du facteur Nod D

% Lesgenes nod ABC :

Appelés aussi les génes communs présents chez tous les Rhizobium, sont des genes
interchangeables, nécessaires pour la formation du curling et pour déclencher une série de division

des cellules végétales (Sharma et al., 1993, Gage, 2004) .

nodC code pour une protéine qui s’incorpore sur la membrane de la surface bactérienne
et peut intervenir dans le déplacement de la bactérie vers la plante. NodA et NodB peuvent
produire des composants a faible poids moléculaire favorisant la croissance des plantes, en

stimulant la division cellulaire (Gage ,2004)

«+ Les génes nod de la spécificité de la plantes

Un grand nombre de genes nod détermine la spécificité de la plante hote. ces génes
sont appelées aussi les hns (host spécificité of nodulation), ils sont des génes non interchangeable
entre les souches; exemples: nodH, nod EGF, nod PO, et nod C qui est une protéine
membranaire. Une mutation au niveau de ces genes a pour effet de provoquer un changement de la
spécificité de la souche a son héte ; exemple : la mutation au niveau des génes nod E et nod F

peut réduire ou retarder la nodulation de Rhizobium Iéguminosarum. (Pelmont,1995)

Les trois premiers (nod ABC) servent a constituer le polysaccharide qui comportera selon
le cas 4 a 5 unités glucidiques, les génes nod H et nod Q servent a diriger le griffage du sulfate sur
le polysaccharide. La protéine nod H est simplement une transférase qui ajoute



Le groupe sulfate a une position déterminée sur 1’oligosaccharide (fig 7). (Zhang et al.,
2000. Debellé et al., 2001).

1
(=1
[==]

J;

B0, Ac, O 7
L o

Q
0 X 0
VNN

Yo
N-{fp “0
| i, i3 &Hs
= Cl64, C16:1, C16:2
C18:1, C184

Figure Q7 : Structure des facteurs Nod.

Structure chimique d’un facteur Nod générique avec quelques substitutions observées chez les
Différentes especes de rhizobia indiquées en couleur. Les variations les plus courantes de la chaine
d’acides gras sont également représentées : Ac (Acétyle), Ara (Arabinosyl), Cb carbonyle, Fuc
(Fucosyl), Me (Méthyle), S (Sulfuryl). (Cullimore et col, 2001)

s Lesgenesnod O

Nod O est une protéine secrétee par la souche de Rhizobium leguminosarum bivar vecea

qui joue un roéle dans la signalisation durant la nodulation des Iégumineuses. Son role est de



former des pores sur les membranes et déterminer une gamme d’hétes (Finnie, 1997. Gage,

2000).

Cette protéine semble jouer un rdle dans la détermination de la spécificité de I’hote avec
les facteurs hsn, elle est également essentielle pour la synthése d’autres facteurs de nodulation
(Werner, 1992).

VI -2 Les génes de la fixation de I’azote nif et fix

% Les Geénes nif

La synthese de la dinitrogénase est sous la dépendance d’une série de genes connus
sous le terme de génes nif (Hopkins, 2003). Ces génes comprennent les génes structuraux
de la nitrogénase ; nifH , nifD, nifK dont nifH code pour la réductase et nifD et nifK pour

les polypeptides de la protéine a cofacteur FeMo (Pelmont, 1995). Aussi les genes par

exemple, nifB, nifE sont impliqués dans la synthése du cofacteur FeMo qui est nécessaire

pour le fonctionnement de la nitrogénase (Brewin et coll., 1992).

% Les Genes fix

Les génes fix ne sont présents que chez les fixateurs symbiotiques et impliqués aux

étapes de développement tardives de nodule lors de la fixation symbiotique de I’azote.
(Brewin et coll., 1992 ; Hopkins, 2003)

VI-3 Autres genes
Les génes affectant les exopolysaccharides et les lipopolysaccharides (exo et Ips) et
les déterminants pour la prise d’acide dicarboxilique par les bactéroides (dct) peuvent étre
nécessaire pour la symbiose mais pas uniquement exprimés en état symbiotique (Brewin et
coll., 1992).

VI1-4 Les étapes de la nodulation

V1-4-1 Préinfection



L’interaction entre la plante et la bactérie débute dans la rhizospheére, la croissance des
bactéries se fait de maniére sélective par la plante (Savka et col, 2002). Les rhizobia sont attirés
vers les poils racinaires par une large gamme de substances de type flavonoides et isoflavonoides,
principalement par les phénylpropanoides exsudés par la racine (Kape et col. 1991). Une
production plus importante de ces composés est observée en condition de carence azotee
(Coronado et col. 1995).

Les flavonoides présents dans les exsudats racinaires induisent 1’expression des génes nod
bactériens qui gouvernent la production des facteurs Nod, des lipochitooligosaccharides

(Perret et col, 2000).

Les facteurs Nod induisent des événements morphologiques, physiologiques et moléculaires chez
la plante hote ;

La déformation du poil racinaire est observée environ 12 a 24 heures ; les poils absorbants
changent leur direction de croissance et forment une structure en crosse de berger, courbés,
renflés, entrelacés, déformés, branchés ou joints qui enferme les Rhizobium (Wais et col, 2002).
Elle fait intervenir des changements dans

L’arrangement des microtubules (Timmers et col, 2007) ; plus précisément, les poils racinaires
peuvent adopter différentes formes en fonction de leur stade de développement (Wood et
Newcomb, 1989).

V1-4-2 Infection :

L’infection des racines peut avoir lieu a travers les poils absorbants ou des blessures, ou a
travers I’espace intercellulaire (Rasanen, 2002). Au cours de I'infection, la pénétration de la
bactérie est facilitée par la courbure du poil racinaire et par conséquent la bactérie est entourée par
la paroi végétale dans une zone confinée. La croissance des nodosités se poursuit dans les régions
infectées de I'écorce et du péricycle, jusqu'a ce que ces deux masses de cellules fusionnent et

forment la nodosité.

VI1-4- 3 Développement du nodule

L’infection de la plante par les rhizobia induit la dédifférenciation et la division des

cellules du cortex (Foucher et Kondorosi., 2000). Les nodules de type indéterminé (Medicago



truncatula, Pisum sativum) sont formés a partir du cortex interne alors que les nodules de type
déterminé (Glycine max, Phaseolus vulgaris) sont formés a partir du cortex externe.
La persistance du méristeme chez les especes a nodules de type déterminé est tres éphémere et la
croissance en longueur du nodule est limitée. Une croissance en épaisseur a lieu par hypertrophie
des cellules corticales et par des divisions de cellules contenant déja des rhizobia. Ce processus de
formation se traduit par une forme sphérique et un état de différenciation identique pour toutes les
cellules. Dans le cas des especes a nodules de
type indéterming, la zone méristématique est persistante ce qui se traduit par une forme allongée.
Dans les deux cas, les cellules du cortex se divisent de maniere anticline puis péricline (Timmers
et col, 1999). Toutes les cellules du cortex ne se divisent pas, ce qui semble indiquer que la
susceptibilité de ces cellules
pourrait étre liée a un statut particulier, notamment une modification de la concentration en
hormones (Mathesius et col, 2000).
De maniére concomitante, les cellules voisines développent des cordons de préinfection,
constitués de ponts cytoplasmiques alignés de facon radiale (Van Brussel et col, 1992). Ces
structures guident la croissance des cordons d’infection en direction du primordium nodulaire en
formation. L’utilisation d’inhibiteurs du transport d’efflux d’auxine entraine la formation de
«pseudonodules » (Fang et Hirsch, 1998) suggérant un réle de I’auxine dans la formation du
nodule. De plus, les facteurs Nod produits par Rhizobium avant I’infection
entrainent une modification de la balance hormonale de la plante.
Les mécanismes moléculaires responsables de ces changements sont inconnus mais il semble que
les facteurs Nod agissent sur les flux d’auxine a deux niveaux : une inhibition du transport de
I’auxine (Mathesius et col, 1998 ; Boot et col, 1999) et I’'induction de la synthese de flavonoides
(Mathesius et col, 2000a). Les flavonoides sont susceptibles de provoquer I’accumulation de
I’auxine en réduisant son oxydation de maniere directe (substrats de 1’enzyme) ou indirecte (en
réagissant avec H202 ; Mathesius, 2001). Leur rdle dans
I’inhibition du transport de I’auxine est également supposé (Brown et col, 2001). Des travaux
récents montrent que I’extinction par la technique d’ARN interférent de 1’expression du géne de la
chalcone synthase (CHS) chez M. truncatula entraine une augmentation du transport de 1’auxine
associée a une inhibition de la nodulation (Wasson et col, 2006)

V1-4-4 Structure du nodule

L’infection du nodule indéterminé se fait par sa base, ce qui établit un gradient de

différenciation et définit plusieurs zones :



* la zone méristématique (zone I) située a I’apex. Cette zone est toujours dépourvue de bactéries.
« la zone de préfixation (zone II) qui contient les cellules corticales nouvellement produites par le
méristéme et qui sont envahies par des cordons d’infection rhizobiens. Les bactéries sont
déversées dans les cellules, entourées par la membrane péribactéroidienne, et leur différenciation
en bactéroides commence .A ce stade, elles ne fixent pas encore 1’azote.

» L’interzone II-111 dans laquelle la différenciation des bactéroides se poursuit et la fixation de
I’azote commence. Cette zone se caractérise par la présence de nombreux amyloplastes.

» La zone de fixation (zone IIl) ou les bactéroides pleinement différenciés fixent activement
I’azote.

« La zone de sénescence (zone 1V) qui est présente chez les nodules agés.

Les nodules de Légumineuses présentent une structure similaire a celle d’une tige avec les tissus
vasculaires périphériques qui se raccordent & ceux de la racine et une zone centrale infectée par les
Rhizobia. De la périphérie vers I’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
* le cortex interne formé de une a trois couches de cellules

* le parenchyme central qui contient les cellules infectées par les rhizobia et des cellules non

infectées.(Fig 8)
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Figure8 : Les étapes de formation d’un nodule indéterminé (Foucher et Kondorosi
2000)
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I-Isolement des bactéries a partir des nodules

I-1- Collecte des nodules
La collecte des nodules est réalisée a partir des racines de la plante Cicer arietinum d’origines

diverses.

Tableau N°2 — Isolats et Souches de référence utilisés
Souche Affiliation par le 16S | Similarité Origine
Sam22 Rahnella aquatilis 96% Constantine
Sam66 Rahnella aquatilis 95% Biskra
Sam69 Rahnella aquatilis 97% N’guaous
Sam99 Rahnella aquatilis 93% Batna
Sam112 Rahnella aquatilis 93% Jijel
Sam102 M.ciceri 98% Constantine




Photo 1 : la Iégumineuse cicer arietinum récoltée du site deMessaoud Boudjriou

(Ain Ikarma) Constantine

La collecte des nodules est réalisee selon la technique préconisée par Vincent, J.M. (1970) et
Somasegaran, P. et J. Hoben (1994). 1l s’agit de creuser environ 15 cm autour de la plante et

20cm dans le sol pour extraire la plante et son appareil racinaire. Manuellement, on se

Débarrasse de la terre au niveau des racines sans toutefois endommager les nodules. Les racines

avec leurs nodules sont lavées délicatement des restes de terre a I’eau de robinet (Photo12 et 13)

g Figurer 13 : Ringage des racines et nodule

I-2- Conservation des nodules
Les nodules seéchés au papier filtre sont conserves immédiatement au réfrigérateur a 4° C

pour un usage immédiat. Pour une longue conservation, il est recommandé d’utiliser un
dessiccateur, le chlorure de Calcium (Ca CI2) (Vincent, J.M., 1970).



|
Figure 14 : Conservation des nodules

Sur chaque flacon est mentionné le nom de la plante, date et lieu de collecte, et la date de

concervation.

I-3- Isolement des bactéries a partir des nodules

L’isolement est réalisé selon la méthode de Vincent, J.M. (1970). Les nodules stériles sont
écrasés individuellement dans une goutte d’eau distillée stérile dans une boite de Pétri stérile.
L’opération est réalisée dans des conditions d’asepsie totale (hotte a flux laminaire,
pince flambée, ...). A I’aide d’une anse de platine, flambée au bec Bunsen, le jus de nodule
est étalé sur boite de Pétri contenant un milieu spécifique, le milieu Yeast-Mannitol-Agar
(YMA, Vincent, J.M., 1970) additionné de rouge Congo (Annexes 1). L’ensemencement est
réalisé selon la technique des quatre cadrans de maniére a avoir des colonies isolées et donc
faciles a caractériser. Les mémes nodules sont ensemenceés sur une boite de milieu Glucose
Peptone Agar additionné de pourpre de bromocrésol (GPA au BCP. Annexes 1). Les boites

sont incubées trois jours a 28°C.

I1-Test de nodulation

L’habilit¢ des microorganismes a nodules et a fixer I’azote avec la plante-hdte est un
caractere important et pratique pour les rhizobia ou B.N.L. (bactéries nodulans les Légumineuses)
et doit étre analysé en détail (Graham et coll.1991). Les tests de nodulation doivent étre conduits
dans des jarres traditionnelles de Leonard (Vincent, 1970) ou dans des tubes appropriés (Beck et
coll. 1993). Apres I’isolement et les caractéristiques morphologiques, culturales, biochimiques et
physiologiques, une premiére approche pour identifier les isolats est leur capacité et aptitude a
former des nodules avec la plante-héte, Cicer arietinum, en conditions bactériologiquement

controlées.



11-1 Préparation des jarres de Léonard (Vincent, 1970)

Des bouteilles en plastique sont coupées latéralement en deux parties. Ces jarres sont
stérilisées sous la hotte a flux laminaire par I’eau de javel puis, sont laissée séchées sous la hotte.
La partie supérieure de chaque jarre est remplie par un mélange de vermiculite-sable alors que la
partie inferieure est remplie de solution nutritive (Annexe 1). Les deux parties de la jarre sont
reliées par un cordon de compresse ce qui permet d’humidifier le mélange par capillarité avec la
solution nutritive. A la fin de la préparation on couvre les jarres du papier aluminium durant les

premiers jours.

Figurel5 : Jarres de Léonarde

11-2 Préparation du sable

Le sable de riviere est lavé jusqu'a ce que 1’eau devienne claire, puis rincé 2 a 3 fois a

I’eau distillée. Puis le sable est autoclavé a 120°C pendant 20mn.

11-3 Stérilisation des graines

Sous la hotte a flux laminaire, les graines placées dans des tubes stériles sont stérilisées a
I’éthanol 95 % pendant 10 secondes puis par une solution d’eau de Djavel concentré pendant
10mn. Les graines sont ensuite rincées 10 fois avec I’eau distillée stérile. On les laisse imbiber

dans le dernier rincage pendant 1 heures.



Les graines stériles sont mises en germination sur des boites de Pétri en verre stériles
contiennent du coton imbibé. Les boites sont enveloppées avec du papier aluminium et mises a

germer dans I’obscurité.

Figurel6 : Stérilisation des graines
A : flacon doté des graines dans I’eau distillée stérile
B :escarrification mécanique des graines

C :boite de Pétri contient des graines stériles

I1-4 - Inoculation des jarres

Aprés germination, les graines sont plantées dans le sable (partie supérieure de la jarre) a
raison de 2 a 3 graines par jarre, puis inoculées immédiatement avec 2 ml d’une suspension
bactérienne en phase exponentielle de croissance (DO1600= 1). Deux jarres ne sont pas inoculées
et serviront de témoin. Enfin les jarres sont placées dans une chambre de culture a température

ambiante et une luminosité contrdlée pendant huit semaines.

I11-Caractérisation enzymatique des isolats

I11-1-Recherche des enzymes spécifiques :

Le but est de recherche la présence de certains enzymes qui jouent un role lors du

processus d’infection (nodulation) des racines par les bactéries, particulierement la



polygalacturonase, la cellulase, la nitrate-réductase et a un degré moindre 1’uréaseq, et la présence

d’une B-galactosidase.

111-1-1-Hydrolyse de I’urée

Elle est mise en évidence en cultivant les isolats sur milieu YMA (Annex1) contenant
2% d’urée et 0,012g /L de rouge de phénol comme indicateur de pH & 28" C pendant 48h .La
solution de 1’urée est stérilisée par filtration (0,20 ) et rajoutée au milieu stérile maintenu a 45° C

sous la hotte a flux laminaire .

Le virage de couleur vers le rose représente 1’alcalinisation du milieu et 1’hydrolyse de

I’urée alors qu’une coloration jaunatre indique une réaction négative

Figure 18 :ensemensement des boites de Pétri contiennent le milieu YMA+Urée
111-1-2- Activité cellulosique

L’activité endoglucanasique est déterminée en ensemengant les souches sur milieu YMA
additionné de 0,25% de CMC (Carboxyméthylcellulose).

Apreés incubation & 28° C pendant 5 jours les boites sont rincées délicatement a I’eau
courante puis remplies par une solution de rouge Congo (1mg /ml) et incubées dans 1’étuve a28° C
pendant 30 min. Ensuite cette derniere est remplacée par la solution d’Na Cl 1M et les boites sont
abandonnées 30 min a température ambiante puis vidées. La présence de I’enzyme est caractérisée

par I’apparition d’un halo jaune —orangé entourant les colonies.



Figurel9 : boites non ensemencées contiennent le milieu YMA+CMC

111-1-3- Réduction des nitrates

La détection de la nitrate-réductase s’effectue en inoculant un bouillon TYB +KNO;

(Annex1) avec les souches.

Aprés incubation & 28" C pendant 4 jours, on rajoute 3 & 4 gouttes de chacun des réactifs

nitrate réductase.
NR1 : Acide sulfanilique dans I’acide acétique.
NR2 : a-naphtylamine dans I’acide acétique.

L’apparition d’une coloration rouge indique que les souches possédent une nitrate
réductase ; sinon, on doit rajouter la poudre de zinc et on observe la nouvelle couleur (la couleur
rouge indique la non réduction des nitrate, alors qu’un milieu incolore indique que le state nitrate

est dépassé, donc la souche possede la nitrate réductase).
I11-1-4- Recherche de lipase

Une boite de Pétri contenant le King B (Annex1) additionnée de tween 80 al6ml/L
(monoliate de sorbitol) est ensemencée en piqdre (ou par spot) a partir d’une culture en milieu

solide de la souche étudier .Incuber 24 a 48 heures 8 37° C

Apreés incubation les colonies de souches lipase(+) sont entourées d’un halo opaque formé

suite a la précipitation d’acides gras issus de la lipolyse.
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I-Aspect Morphologique

I-1 Observations des colonies et conservation des isolats
Les colonies ayant peu absorbé le rouge Congo sur milieu YMA et n’ayant pas acidifié le
milieu GPA (virage du BCP au jaune) sont prises en considération. Ces colonies,
propres aux bactéries nodulant les Légumineuses, en particulier le genre Hedysarum
(Benhizia et col, 2004 ; Torche, A., 2006). Une observation microscopique (coloration de
Gram) et un examen morphologique des colonies sur milieu YMA sont réalisés sur les isolats
avant d’étre conservés sur YMA tamponné avec du CaCO3 (3g/l) en tube incliné (Vincent,
J.M. ; 1970 ; Beck et col.1993). Aprés incubation les souches sont stockées au réfrigérateur

en vu de leur caractérisation. (Photo 6 :A et B)

Figure 06 : Aspect des colonies
A : Aspect des colonies sur milieu YMA
B : Aspect des colonies sur milieu YMA+ rouge Congo
I1-Teste de nodulation

La technique préconisée par Vincent (1970) a été suivre, les graines ont germé apres
stérilisation avec 1’eau de javel concentré, les graines germés (aprés 48h dans 1’obscurité ) sont
plantées dans les jarres et inoculées par les différentes souches a phase exponentielle de croissance

et mise dans la chambre de croissance sous lumiére périodique.



Au cours du teste les plantes n’ont pas survécu et par conséquent aucune nodulation n’est

observée.

Photo 7 : Jarres contiennent des plantes mortes
I11-Recherche d’enzymes spécifiques

111-1 Hydrolyse de ’urée

La mise en évidence de la capacité des rhizobia a I’hydrolyse 1'urée a été initialement

décrite par Jarvis et al ., (1977) en utilisant le rouge de phénol comme un indicateur du pH.

L’augmentation du pH du milieu par les souches suite a une réaction hydrolytique de I’urée se

traduit par un changement de la coloration du milieu vers le rouge foncé ou le rouge indigo.

Toutes nos souches alcalinisent le milieu a base d’urée en donnant des colonies rouge
(Figure23). Ce qui indique la dégradation de 'urée et la libération des ions d’ammonium

(Guiraud, 1998)



Photo 8 : : Activité uréasique.

I111-2 Activité cellulosique

An halo jaune-orange autour des colonies indique la présence d’une endogluconase (Figure24).
Toutes les souches ont présenté une réaction positive. Ceci montre que les rhizobia produisent
I’enzyme cellulase qui dégrade les ponts glucidiques de la paroi cellulaire des cellules végétales,

ce qui facilite la pénétration des rhizobia a travers les microfibres de la membrane cellulaire

(Mateos et al., 1992).

Photo 9 : Teste de cellulase

111-3 Réduction de nitrate

L’observation d’une couleur rouge signifie que nos souches possedent une enzyme nitrate
réductase qui décompose les nitrates en nitrites. Un résultat négatif est confirmé par 1’ajoute de la

poudre de zinc et en observe une couleur rouge (la couleur rouge indique la non



réduction des nitrates, alors un milieu incolore indique que le stade nitrate est dépassé, donc la

souche possede la réductase).

Photo 10 : Teste de réduction de nitrate.

I11-4 Teste de lipase

De nombreuses bactéries douées d’activité lipolytique et estérasique. Les graisses sont

décomposées en acides gras et glycérol par une enzyme appelée la lipase
Les lipases sont des enzymes constitutives, extracellulaire, capables d’hydrolyser les lipides.

Les souches lipase positif donnent la présence d’un halo opaque formé suite a la précipitation

d’acides gras issus de la lipolyse. Toutes nos souches testées donnent des résultats positifs ceci est

exprimé par la photo.

Photo 11: Teste positif de la lipase



Conclusion

Six souches bactériennes ont été isolées a partir des nodules de la Ilegumineuse Cicer
arietinum cultivée dans des sites différents de 1’ Algérie dont cing sont des Rahnella et une
Mesorhizobium ciceri comme souche de référence.

Les isolats présentent les mémes caractéristiques morphologiques et culturales appartenant aux
genres Rhizobium ,ce sont des bactéries a croissance rapide selon leur aspect sur le milieu
YMA elles absorbent tres peu le colorant rouge congo.

La technique préconisée par Vincent (1970) a été suivre, , les graines germés (apres 48h
a D’obscurité¢ ) sont plantées dans les jarres et inoculées par les différentes souches a phase
exponentielle de croissance et mises dans la chambre de culture sous lumiere périodique, aprés

deux semaines on a raté le teste parce que les plants sont mortes

En cultivant les isolats sur milieu YMA (Annex1) contenant d’urée, montre la disposition

de ’enzyme de 1’uréase par un virage de couleur du milieu vers le rose

L’activité endoglucanasique est déterminée en ensemengant les souches sur milieu YMA
additionné de CMC (Carboxymeéthylcellulose) ,un halo jaune-orange autour des colonies indique
la présence d’une endogluconase . Toutes les souches ont présenté une réaction positive. Ceci
montre que les rhizobia produisent 1’enzyme cellulase qui dégrade les ponts glucidiques de la
paroi cellulaire des cellules végétales, ce qui facilite la pénétration des rhizobia a travers les

microfibres de la membrane cellulaire.

La détection de la nitrate-réductase s’effectue en incubant les souches dans un bouillon
TYB +KNOs, L’observation d’une couleur rouge signifie que nos souches posseédent une enzyme
nitrate réductase qui décompose les nitrates en nitrites. Un résultat négatif est confirmé par 1’ajout

de la poudre de zinc et on observe une couleur rouge.

Le test de lipase: Une boite de Pétri contenant le King B additionnée de tween 80
(monoliate de sorbitol) est ensemencée en piqlre a partir d’une culture en milieu solide de la
souche étudier. Les souches lipase positif donnent la présence d’un halo opaque formé suite a la
précipitation d’acides gras issus de la lipolyse. Toutes nos souches testées donnent des résultats

positifs

A partir de nos resultats on a conclue que les souches Rahnella possédent les enzymes nécessaires

pour la nodulation (Uréase, cellulase, lipase, réductase).



e King B (Camille Dellarras,2007 )

La composition : g/l
-Peptone 20g
-Glycérol 15ml
-Phosphate Bipotassique anydre 1,5g

(K2HPO4)
-Agar 20g
-Sulfate de magnésium 1,5g

(MgSo4, 7H20)
-L’eau distillé 1000ml

PH 7,02 +/-0,2

e Yeast Mannitol Agar Rouge congo

(YMA+RC)
Pour 11 :
-YMB 1000ml
- Solution stock de R.C 10ml
-Agar 15g

PH 6,8

Autoclavage a 120°c pendant 20 min aprés une addition du rouge congo (0,25g de R.C dans 100mI H20 D)

e Carboxyméthyl cellulose

(CMC)



Pour préparer 1l :

-Mannitol

-K2HPO4

-MgSo4, 7H20

-Na Cl

-Extrait de levure

-Agar

-CMC

10g

0,5g

0,2g

0,1g

0,5g

15g

2,5g

PH 6,8

Autoclavage al120°c pendant 20 min

e Tryptone Yeast Agar

(Ty)
Pour 11 :
-Tryptone
-Extrait de levure
-Ca CI2 2H20
-H20 distillé

-Agar

58

1g

0,87g

1000ml

12g

PH 6,8

Autoclavage a 120°c pendant 20 min



e Yeast Mannitol Agar

(YMA)

Pour 1l :

-Mannitol

-K2HPO4

-MgSo4, 7H20

-Na Cl

-Extrait de levure

-Agar

PH 6,8

10g

0,5g

0,2g

0,1g

0,5g

15g
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Summary

In this work we studied the enzymatic production of Rahnella strains in the presence of a reference

strain Mesorhizobium Ceceri.

Phenotypic characterization applied in this work is based on morphological characters and cropping
and research of specific enzymes (Hydrolysis of urea, cellulose activity, nitrate reduction, search lipase).

This study shows that all strains have the same phenotypic characters that Rhizobium.

Nodulation test is performed by highlighting the ability of isolates to nodulate the roots of the host
plant showed two weeks after the death of plants so it happens more to prove efficence strains Rahnella

(terms not bacteriologically controlled).

Keywords: Rahnella, Mezorhizobium ceceri, Cicer arietinum, Rhizobium, Legume, Pea.



Résumé

Dans ce travail on a étudié la production enzymatique des souches Rahnella en présence

d’une souche de référence Mesorhizobium ceceri

La caractérisation phénotypique appliquée dans ce travail est basée sur des caracteres
morphologiques et culturaux et la recherche d’enzymes spécifiques (Hydrolyse de I'urée, Activité
cellulosique, Réduction des nitrates, Recherche de lipase).Cette étude montre que toutes les
souches ont les mémes caracteres phénotypiques que les Rhizobium

Un test de nodulation est effectué en mettant en évidence I’aptitude des isolats a noduler les
racines de la plante héte qui a montré aprés deux semaines la mort des plantes donc on arrive plus

a prouver I’efficence des souches de Rahnella (conditions bactériologiqguement non contrélées)

Mots clés :Rahnella, Mezorhizobium cecri , Cicer arietinum, Rhizobium,
Légumineuse, Pois chiche.



