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INTITULE : Isolement et caractérisation de souches bactériennes nodulant
la Iégumineuse Medicago truncatula en milieu salin.

Résumé :

Le présent travail porte sur I’isolement et la caractérisation des bactéries
nodulant la légumineuse Medicago truncatula poussant a 1’état spontanés en milicu salin.
Nous avons choisi comme lieu d’echantillonage la région de Collo (wilaya Skikda) et les
isolements ont ¢été réalisés a partir de dix nodules différents. L’etude des caratéres
morphologiques et culturaux montrent que les bactéries isolées appartiennet au genre
Rhizobium. Les résultats obtenus par caractérisation biochimique sur galeries APl 20NE
révele une différence dans le pouvoir d’assimilation des différents substrats ce qui renseigne
sur I’existance d’une diversité de 1’équipement enzymatique entre les différentes souches

isolées.

Mots clés : Medicago truncatula, rhizobium, Milieu salin, nodule.



TITEL : Isolation and characterization of bacterial strains nodulating
Medicago truncatula legume in saline environment

Abstract :

This work focuses on the isolation and characterization of spontaneously growing
nodulating bacteria of the legume Medicago truncatula in the saline environment. We chose
Collo region (wilaya Skikda) as the sampling site ; and the isolations were made from ten
different nodules. The study of morphological and cultural features show that the isolated
bacteria belong to the genus Rhizobium. The results obtained by biochemical
characterization on APl 20NE galleries reveal a difference in the assimilation capacity of the
different substrates, which indicates the existence of a diversity of enzymatic equipment

between the different isolated strains.

Mots clés : Medicago truncatula, rhizobium, saline environment, nodule.
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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Les légumineuses sont des plantes herbacées considérées comme un support de
recherche fondamentale et un matériel pour I’amélioration des plantes cultivées en raison
de leurs capacités de s’associer avec des bactéries du genre Rhizobium aprées un dialogue
moléculaire réussi. Cette symbiose leur confére une disponibilité¢ directe de 1’azote

atmosphérique qui est réduit dans les nodosités par la nitrogénase de ces Rhizobium.

La fixation potentielle de I'azote par les Rhizobium est limitée par des contraintes
environnementales dont I'impact est parfois considérable de sorte que la fixation de l'azote
réelle peut étre beaucoup plus faible que la fixation potentielle. Ces contraintes sont de
nature physique, chimique et biologique. Les facteurs limitants agissent a différent
niveaux : ils peuvent affecter le microorganisme a I'état libre, le processus d'infection et le
développement du nodule et le fonctionnement de la symbiose lorsque cette derniére a été
établie. En outre, la plante joue un réle dominant par rapport a la bactérie, de sorte que tout
facteur affectant I'état physiologique de la plante retentit directement sur l'activité fixatrice

de l'azote de la bactérie symbiotique (Brockwel et al., 1995).

Le sel (NaCl) est un facteur de stress abiotique qui occupe la troisieme position
apres le stress hydrique et la carence azotée. La salinité cause un stress hyper-osmotique et
un déséquilibre ionique au niveau des cellules en plus des différentes réponses
moléculaires complexes qui impliquent des particularités morphologiques et
développementales avec des mécanismes physiologiques et biochimiques influencant
négativement sur les relations symbiotiques et les rendements des plusieurs cultures

agricoles.

Une des bactéries symbiotiques les plus étudiées est la bactérie Sinorhyzobium
meliloti associée a la lIégumineuses Medicago truncatula, qui est la légumineuse modele
proposée par la communauté scientifique pour étudier la tolérance des plantes aux stress

abiotiques (Young et Udvardi, 2009).



Introduction générale

En Algérie, dans la région de I’Est a un climat méditerrané on trouve une grande
diversité de légumineuses qui sont occupent une place importante et constituent avec les

céréales 1’épine dorsale du systéme alimentaire algérienne.

Malgré I’importance de cette symbiose rhizobiums, la diversité des bactéries
associées a I’espece cultivée du genre Medicago reste peu étudiée. Ce travail repose sur un
objectif d’isolement et une caractérisation morphologique et biochimique de souches

bactériennes nodulant la Iégumineuse Medicago truncatula en milieu salin Algérien.
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Chapitre I : Revue bibliographique

1. L’azote

1.1. Généralités

L'azote est I'élément nutritif de la plante le plus important aprés le carbone. C’est
un constituant essentiel des protéines, acide nucléiques, de la chlorophylle et d’une foule
de composés primaires ou secondaires des plantes, Il peut représenter jusqu’a 7% de la
matiere seche et parfois beaucoup plus a certaines périodes du cycle végétatif.

La plupart des plantes puisent I’essentiel de leur azote dans le sol, soit sous forme
de nitrates (NO3") ou d’ammonium (NH4"). L’importance relative de chacune de ces
formes dépend de I’espéce végétale et des conditions du milieu, mais 1’approvisionnement
en azote du sol est limité si bien que vis-a-vis de I’azote disponible, les plantes entrent en
compétition avec toute une série de microorganismes. Il en résulte que 1’azote est souvent
un facteur limitant dans les écosystemes naturels ou cultivés.

La plus grande partie de I’atmosphere, 80% en volume, est constitué¢ d’azote (N2,
ou diazote), un gaz incolore et inodore.

Cependant, malgré son abondance, les plantes supérieures sont incapables de
convertir le diazote en une forme biologiquement utilisable, les deux atomes du diazote
sont reliés par une liaison exceptionnellement stable N = N et les plantes ne possédent pas
I’enzyme capable de rompre cette liaison.

Seules certaines espéces procaryotes sont capables d’effectuer cette réaction
importante. Cette situation pose aux plantes un probléme particulier concernant
I’absorption et I’assimilation de 1’azote ; les plantes dépendant des organismes procaryotes
pour convertir le diazote atmosphérique en une forme instable qu’elles puissent utiliser
(Hopkins, 2003).

1.2.  Lecycle de I’azote
Comme les autres éléments essentiels de la chimie du vivant, 1’azote est réparti
généralement en trois ensembles principaux : ’ensemble constitué par 1’atmosphére, le sol

et (I’eau qui lui est associée). (Fig.1)

L’azote du sol pénétré dans la biomasse surtout sous la forme de nitrate (NO3") qui
est absorbé par les plantes et les micro-organismes. Une fois assimilé, 1’azote nitrique est
converti en azote organique sous forme d’acide aminées, et d’autres composés azotés qui

constitueront les protéines ainsi que d’autres macromolécules. L’azote continue son
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chemin dans la chaine alimentaire, lorsque les animaux mangent les plantes. Puis 1’azote
retourne au sol sous la forme de déchets animaux, ou lors de la mort de la décomposition
des différents organismes (Hopkins, 2003).

1.2.1. Ammonification, nitrification et dénitrification

Au cours de la décomposition, 1’azote organique est transformé en ammoniac par
une série de microorganisme. Ce processus est connu sous le terme d’ammonification
(Fig.1). Une partie de I’lammoniac peut étre volatilisée et retourne dans 1’atmosphere, mais
la plus grande partie est recyclée en nitrate par des bactéries de sol.

La premicére étape de la formation de nitrate, est I’oxydation de I’ammoniac en
nitrite (NO2") par des bactéries appartenant aux genres Nitrosomonas ou Nitrococcus, le
nitrite est ensuite oxydé en nitrate par des membres du genre Nitrobacter. Ces bactéries
sont dites nitrifiantes et le résultat de leur activité est la nitrification.

Les bactéries nitrifiantes sont chimioautotrophes ; ce qui signifie que 1’énergie
libérée par I’oxydation des matiéres inorganique telle que I’ammonium ou le nitrite est
utilisée pour convertir le dioxyde de carbone en carbone organique.

En prélevant 1’azote dans le sol, les plantes entrent en compétition avec des
bactéries dites dénitrifiantes (ex : Thiobacillusdenitrificans). Lors de cette réaction de
dénitrification, ces bactéries réduisent le nitrate en diazote, qui retourne a I’atmospheére par

dénitrification représenteraient de 93 a 190 million de tonnes par an (Hopkins, 2003).
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Figure.l : le cycle de I’azote (B. PERET, 2007).

1.2.2. La fixation biologique de I’azote

La fixation biologique de 1’azote atmosphérique est catalysée par un complexe

enzymatique appelé nitrogénase. La réaction catalysée est la suivante :

N2 + (6+2n)H* + (6+2n)e” + p(6+2n) ATP => 2 NH3 + nH2 + p(6+2n) ADP+ p(6+2n)P

(n= nombre de mole d’hydrogéne ; p= nombre de mole d’ATP)

Le complexe nitrogénase peut également réduire les protons en dihydrogéne. La
quantité d’ATP nécessaire étant variable suivant les conditions, La steechiométrie exacte de
la réaction reste encore aujourd’hui inconnue. Dans le modele standard, on considere
cependant qu’une mole de dihydrogéne est nécessaire pour réduire une mole de diazote et
que ceci nécessite 1’hydrolyse de 2 moles d’ATP (p=2 et n=1). L’équation globale typique

de la fixation d’azote est dans ces conditions :

N2+8H"+8e +16 ATP =>2 NHs3 + H2 + 16 ADP+ 16 Pi
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Cette réaction est catalysée par une métallo-enzyme : La nitrogénase synthétisée
par tous les organismes fixateurs d’azote. Il s’agit d’un complexe associant une
ferroprotéine (protéine-Fe) et une ferrmolybdoprotéine (protéine-FeMo). Les génes qui
codent ces deux protéines et les autres protéines nécessaires a la réaction ou a sa régulation
sont groupés dans un méme opéron appelé nif (pour Nitrogene Fixation).

La protéine FeMo est un tétramere de 230 kDa codé par les génes nif D et nifK ;
elle contient le site rédacteur du substrat. La protéine Fe est un homodimére de 64 kDa
codé par le gene nifH, c’est le composant donneur d’électrons, il contient le site de liaison
de I’ATP (Halbleib et Ludden, 2000).

Le mécanisme réactionnel (Fig.2), basé sur des études réalisées sur Clostridium,
Klebsiella et Azotobacter fait intervenir des transferts d’électrons entre la protéine Fe et la
protéine FeMo. Le cycle commence avec la liaison d’une molécule d’ATP a la protéine Fe
réduite, ce qui provogue un changement de conformation et permet le transfert d’un
électron de la protéine-Fe a la protéine-FeMo. L’hydrolyse d’un ATP est couplée a ce
transfert. Le complexe se dissocie ensuite, la protéine Fe est alors réduite par un donneur
d’¢électrons (ferrédoxine ou flavodoxine) et I’ADP est échangé contre un ATP. Ce cycle est
répété jusqu’a ce que suffisamment d’¢lectrons soient transmis a la protéine FeMo ce qui
lui permet, par I’intermédiaire du molybdéne de les transférer au diazote qui est transformé

en ammoniac (Halbleib et Ludden, 2000).

La fixation de 1’azote étant un processus tres coliteux en énergie, les diazotrophes
pratiquent une régulation stricte de son activité. La transcription des génes nif et réprimée
par I’ammonium et par 1’oxygene rendant la fixation impossible en inactivant la nitrogene
(Oldroydet Downie, 2008).

L Fe’ Mo-Fe
Ferrédoxine (réduit) N,+ 8H*
Reéd. (x8)
Réductase Nitrogénase 8e
Ferrédoxine ” Mo-Fe
Ox. (x8) Fe (Ox) 2 NHi+ H,
2 ATP (x8) 2 ADP+ 2 Pi
(x8)

Figure. 2 : Mécanisme de réduction par la nitrogénase de 1’azote moléculaire (N2) en
ammoniac (NH4) (Halbleib et Ludden, 2000).
6
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1.2.2.1. Les fixateurs libres

Les fixateurs libres comprennent des genres trés divers : des bactéries aérobies
chimioorganotrophe (Azotobacter, Azospirillum, Acetobacter, diazotrophicus), des
bactéries anaérobies strictes (Clostridium) ou des aéro-anaérobies facultatives (Klebsiella,
Bacillus, Pseudomonas), des bactéries phototrophes a photosynthése anoxygénique
(Rhodobacter, Rhodospirillum) et des cyanobactéries (Synechococcus).
(Kennedy et al. 1997).

Ces associations vont de la simple multiplication bactérienne a la surface de la
racine a la colonisation des espaces intercellulaires, caractéristiques des bactéries
endophytes. (Dobereiner et al, 1995).

De plus, les cyanobactéries (Anabaena, Nostoc), bactéries photosynthétiques
autotrophes, sont associées a des fougeres comme les Azolla ou aux Cycas, formant de
véritables symbioses obligatoires permettant a la plante d’assimiler 1’azote fixé par les
bactéries qui demeurent, cependant, toujours a 1’extérieur des cellules de la plante- hote
(Reinhold-Hurek et Hurek, 1998).

1.2.2.2. Les fixateurs symbiotiques

La réduction de ’azote étant coliteuse en €nergie, les systémes les plus efficaces
sont ceux qui permettent un couplage entre la photosynthése et la fixation biologique de
I’azote.

Dans ces associations fixatrices d’azote, le microorganisme induit 1’apparition de
structures différenciées, appelées nodules, chez le partenaire végétal, et lui fournit une
grande partie de I’azote nécessaire a sa croissance. C’est le cas des systemes associant des
plantes de la famille des légumineuses et certaines bactéries a Gram négatif,
communément et collectivement appelées les rhizobiumes ou bactéries nodulant les
Légumineuses (BNL) (Moulin, 2002), et des Actinomycétes du genre Frankia (bactéries a
Gram positif, filamenteuses et sporulantes) qui nodulent des plantes ligneuses appartenant
a différentes familles de dicotylédones, dont les genres Alnus, Eleagnus, Casuarina ou

Myrica. (Benson et Silvester, 1999).
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2. Lasymbiose Légumineuses-Rhizobiums

Le propre des organismes vivants est d’interagir de maniére permanente les uns
avec les autres. Ils ont ainsi développé au cours de 1’évolution des réseaux plus ou moins
étendus d’inter-relation. Certaines de ces relations sont stables dans le temps et ont un
impact sur le déroulement de la vie de 1’un ou des deux organismes impliqués.

Toutes ces interactions sont qualifiées de symbiotiques ou de symbioses puisque ce
terme grec traduit le concept de vie commune. Cependant du point de vie biologique on
distinguera le parasitisme : un seul partenaire tire profit de I’interaction, et le mutualisme :
les deux partenaires jouissent d’un bénéfice réciproque.

La symbiose intracellulaire qui s’établit entre diverses bactéries du sol, appelées
rhizobiums, et les plantes de la famille des Iégumineuses aboutit a la formation de structure
appelés nodosités sur les racines des plantes et parfois sur les tiges dans le cas des
Iégumineuses aquatiques. Dans les cellules des nodosités, les bactéries se différencient en
bactéroides, capables de réduire 1’azote atmosphérique N2 en une forme assimilable par la
plante hote, En contrepartie, la plante fournit aux bactéries une niche dans laquelle elles
peuvent se multiplier abondamment et des composés carbonés issus de photosynthése.
Cette interaction constitue donc une symbiose, puisque les deux partenaires vivent en
contact étroit (Gough, 2009).

2.1. Légumineuses

2.1.1. Généralités

Les légumineuses (Fabaceae) constituent la troisieme super famille par ordre
d’importance chez les angiospermes-dicotylédones, avec plus de 750 genres et 19000
especes, a feuilles habituellement composées ou rarement simples, Les fleurs pentameres
avec 10 étamines ou parfois plus, Fruit en gousse uniloculaire s’ouvrant en deux valves

séparées et contenant de nombreuses graines, (Dommergues et al, 1999).

2.1.2. Classification
Actuellement, la famille des légumineuses est divisée en trois sous-familles, les

Caesalpinioideae, Mimosoideae et Papilionoideae (LPWG, 2013 et Cardoso, 2013).
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La nodulation des Iégumineuses par les rhizobia est un phénomene tres fréquent si
la bactérie trouve les conditions physiologiques nécessaires a la fixation de I’azote de I’air.
En effet, Parmi les 20 % de légumineuses étudiees, (97%) des espéces testées sont
nodulées de la sous-famille des Papilionoideae (se composent de 28 tribus avec environ
480 genres et 13 800 espéces ; pois, haricot, féve, lentille...), et plus de (90%) des espéces
sont nodulées de la sous-famille des Mimosoideae (se composent de 80 genres et 3270
espéces ; robinier, glycine, acacia...) et (23%) de la sous-famille des Caesalpinioideae
seulement capables d’étre nodulées; (se composent del7l genres et 2300 especes ;

flamboyant, barbade, ...) sont nodulées par les rhizobia (Lewis et al., 2005).

2.1.3. Importance

Les légumineuses participent a la revégétalisation des écosystémes pauvres en
azote, en s’établissant comme flore pionniere, initiatrice d’une succession écologique.
Elles constituent par ailleurs une source d’alimentation extrémement importante aussi bien
pour I’homme (soja, pois, haricot...) que pour I’animal (tréfle, luzerne...), (Tab.1). Si les
légumineuses ont été utilisées empiriquement depuis 1’Antiquité pour améliorer ou
entretenir la fertilit¢ des sols, il n’y a qu’une quinzaine d’année que le mécanisme
moléculaire régissant la mise en place de cette symbiose a été découvert.
(Lerouge et al. 1990).

Tableau 1 : Estimation des quantités d'azote fixé par différentes légumineuses cultivées

(valeurs extrémes entre parentheses) (Vilain, 1997 ; Soltner, 2005).

Especes N fixe Kg/ ha
Luzerne 200 (56-463)
Trefle 183 (45-673)
Lupin 176 (145-208)
Féve 210 (45-552)
Pois 65 (52-77)
Lentille 105 (88-114)
Soja 75 (1-168)
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3. La symbiose Medicago truncatula - Sinorhizobium melliloti

3.1. Le genre Medicago

Le genre Medicago ou I’herbe de Médic appartient a la famille des Fabaceae
sous-famille de Papilionoideae, il comporte 21 especes herbacées pérennes, 63 especes
annuelles variables, et sont classées en 4 sous-genres par (Lesins et Lesins, 1979) sur la base
de la morphologie des gousses et des graines : Lupularia, Orbicularia, Spirocarpos et
Medicago (Fig.3).

Genre Medicago
|
[ T ‘ ==
Sous-genre Sous-genre Sous-genre Sous-genre
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Figure 3 : Taxonomie du genre Medicago (Small et Jomphe, 1989).
3.1.1. Medicago truncatula

Dans 1’objectif d’avoir un systéeme génétique simple pour les Iégumineuses,
Medicago truncatula a été choisie comme espece modele par de nombreux laboratoires.
Au contraire de la majorité des légumineuses, M. truncatula est bien accessible aux outils
moléculaires et aux analyses génétiques. Elle est donc adaptée a 1’étude des mécanismes
biologiques des grandes fonctions spécifiques aux Iégumineuses.
(Fatma et al, 2008).

A) Intérét biologique
C’est une plante annuelle herbacée, ramifiée au port souvent rampant de 15 a 80
cm de long. Elle porte des feuilles trifoliolées. Ses petites fleurs jaunes de 5 a 8 mm
donnent apres autofécondation des gousses cylindriques trés dures Les graines de cette
plante ont une durée de vie importante supérieure a 40 ans, et une dormance qui peut étre
levée facilement (Lesins et Lesins 1979). Selon ces mémes auteurs, M. truncatula a un cycle

de vie court qui varie de 2 a 3 mois. Cette espece possede un habitat variable. Elle

10
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prédomine au niveau des stations séches, des sols lourds, marneux ou argileux. Comme
toutes les légumineuses sa principale caractéristique biologique est la fixation symbiotique

de I'azote atmosphérique.

Récemment, Dl’intérét fut focalisé sur M. truncatula comme systéme pour
examiner la grande richesse de production de métabolites secondaires par les légumineuses
et la résistance aux maladies (Gepts et al. 2005).

B) Intérét génétique

M. truncatula présente plusieurs avantages qui la prédisposent aux études
génétiques. C'est une plante annuelle, diploide (2n=16), autogame, et elle posséde un
génome de faible taille de 5108pb, soit environ 4x celui d'Arabidopsis (Blondon et al.
1994). C’est également une plante apte a la transformation par Agrobaterium tumefaciens et
a la régenération par embryogenése somatique (Thomas et al. 1992 ; Chabaud et al. 1996).
Le séquencage du genome des souches de référence de S. meliloti 1021 et 2011 est

disponible sur le site : http://sequence.toulouse.inra.fr/

3.2. Les rhizobiums
3.2.1. Généralité

Le second partenaire de I’association symbiotique fixatrice d’azote est une
bactérie communément appelée « rhizobium » (du grec rhiza : racine et bios : vie). Ce
terme générique dérive du premier genre bactérien, Rhizobium décrit au XIXéme siecle
comme des bactéries Gram négative, aérobie ou micro-aérophile et présentes soit a 1’état
libre en générale ou en association avec des légumineuses, possédant une forme de
batonnets réguliers de 0.5 a0.9um de largeur sur 1.2 a 3um de longueur (Jordan 1984). Ce
sont des bactéries mobiles grace a un seul flagelle polaire ou par 2 a 6 flagelles péritriches
(Wener 1992).

Les rhizobiums sont des bactéries chimioganotrophes ; ils utilisent des
carbohydrates relativement simples comme le glucose, et des composés aminés, et
certaines especes exigent des vitamines pour leurs croissances. On distingue deux genres
de rhizobia par leur vitesse de croissance: des souches a croissance rapide qui produisent
une turbidité dans le milieu liquide en 2-3 jours et une vitesse de dédoublement chaque 2-
4h, et qui devait plus tard se subdiviser en plusieurs genres (Rhizobium,

Ensifer/Sinorhizobium, Allorhizobium, Mesorhizobium), et le genre Bradyrhizobium

11
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contenant des souches a croissance lente ils produisent une turbidité dans le milieu liquide
en 3-5 jours et une vitesse de dédoublement chaque 6-8h. (Samasegaran et Hoben, 1994),
leurs croissance est optimale a une tempeérature de 28°C et un pH compris entre 6 et 7
(Burton, 1985).

De nos jours, 1’usage de la séquence de ’ADNr 16S reste 1’outil principal dans 1’étude de

la phylogénie microbienne (Fig. 4).

Xanthomonas
Pseudomonas

Ralstonia

Cupriavidus
=
Burkholderia ———u B

o

Bordetella

Phyliobacterium

’ Mesorhizobium
Devosia
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Sinorhizobium
—_— Rhizobium
Ochrobactrum
Brucella

Bartonella

Azorhizobium
Neisseria

Methylobacterium

Caulobacter
Rickettsia Rhodopseudomonas

Bradyrhizobium

Figure 4 : Arbre phylogénétique de I’ADNTr 16S, 15 genres a-protéobactéries - 05 genres
B-protéobactéries et 02 genres y-protéobacteries. Les genres engras contiennent les

rhizobiums nodulants les Iégumineuses (Masson-Boivin et al., 2009).

Ces bactéries ont la capacité¢ d’interagir avec les plantes de la famille des
Iégumineuses. La symbiose entre légumineuses et Rhizobia est dans la plupart des cas tres
specifique. En effet, une espece de Rhizobium n'infecte généralement qu’un nombre limité
d’espéce de légumineuses et inversement. Par exemple, Sinorhizobium meliloti ne peut
infecter efficacement que les plantes des genres Medicago, Trigonella et Melilotus solon le

degré de spécificité (Tab. 2).
3.2.2. Genre Sinorhizobium
Le nom de genre Sinorhizobium est conservé jusqu’ici pour ranger une espece

unique : Sinorhizobium morlense (Wang et al., 2002) qui semble relativement distante de
toutes les autres ex-espéces de Sinorhizobium requalifiées en Ensifer.

12
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Tableau 2 : Spécificité de la symbiose Sinorhizobium / 1égumineuse (Sahgal et Johri 2003).

S. arbaris Acacia senegal
Prosopis chilensis
S. fredii G. max
S.kostiense A. semgal
Sinorhizobium - P. ghllen3|s
S.medicae Medicago spp
S. meliloti Medicago sativa
S. saheli Sesbamia
S. terangae Acacia, Sesbania
S. xinjiangense G. max

4.  Processus de nodulation
Le processus d’une symbiose fixatrice d’azote se traduit par la capacité des

rhizobia a induire la formation de nodosités au niveau des racines ou des tiges d’une plante

hote particuliere.

4.1. L’infection et la formation des nodules

Le site de fixation symbiotique est le nodule, le seul organe localisé sur la racine
qui fonctionne pour la survie des bactéries et ’activité de la Nitrogénase. La formation des

nodules est le résultat d’un dialogue moléculaire entre le microsymbiont et la plante hote

(Foucher et Kondorosi, 2000).

L’interaction s’initie par un dialogue moléculaire spécifique entre les deux
partenaires rhizobia et des jeunes poils absorbants cette 1’étape de pré-infection prend

quelques heures a 24h postinoculation (Fig.05).

Dans un premier temps, les bactéries reconnaissent des flavonoides qui sont
sécrétées par la plante héte. Ces molécules induisent la production de facteurs NOD par les
rhizobia (Oldroyd 2001).

Les facteurs NOD sont des lipo-chitooligosaccharides (LCO) émis par la bactérie,
a l'origine de la reconnaissance spécifique entre les deux symbiotes et du déclenchement
du programme d'organogenese nodulaire chez le végétal par une cascade d’expression de

genes spécifiques (Dénarié et al., 1996).

Les facteurs NOD agissent essentiellement sur deux types de cellules au niveau de

la racine : Les cellules épidermiques et corticales. Au niveau des cellules épidermiques, les

13
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facteurs NOD induisent une dépolarisation de la membrane plasmique, une oscillation du
flux de Ca2+, une induction de I’expression de génes spécifiques et une modification de la
croissance polaire des poils absorbants formant une structure dite en « crosse de berger »

qui enferme les rhizobia (Esseling et al., 2003).

A partir de cette niche, les rhizobia pénétrent la cellule végétale par la formation
d’un cordon d’infection qui traverse d’abord le poil absorbant et se ramifie ensuite dans les
cellules corticales guidant ainsi les bactéries vers les couches cellulaires intérieures
(Gage 2004).

Simultanément a 1’infection des poils absorbants, certaines cellules du cortex
interne se dédifférencient et se divisent a plusieurs reprises, formant un primordium
nodulaire. Quand les cordons d’infection atteignent le primordium, certaines cellules
arrétent de se diviser et entrent dans des cycles répétés d’endoréduplication. Elles sont
alors envahies par des rhizobia qui sont relachés des cordons d’infection (Cermola et al.,

2000 ; Brewin 2004). Ensuite, la pénétration de la bactérie est faite par endocytose.

Finalement, les cellules végétales infectées et les bactéries infectantes se
différencient en cellules capables de fixer et d’assimiler 1’azote. La structure nouvellement
formée, qui se compose des bactéries qui différencient dans des bacteroides enfermés dans
une membrane de cellules de la plante, s'appelle un symbiosome.
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Figure 5 : Les différentes étapes conduisant a la formation d’un nodule indéterminé
(M. truncatula) (Patriarca et al., 2004).

4.2. Larégulation du nombre des nodules

La nodulation est le résultat d'un dialogue utilisant des signaux moléculaires entre
le microsymbiont et la plante hdte. La symbiose est contrblée par un processus
d'autorégulation qui commande le nombre de nodules et la fixation de I'azote par une

signalisation a distance (Caetano-Anolles et al., 1991).

Apreés inoculation, les nodules sont formés dans les régions spécifiques de la racine.

Quand le systéeme racinaire se développe, d'autres régions pouvant étre infectées
sont continuellement formées. Mais une fois que les nodules sont fonctionnels, la
nodulation est inhibée dans les autres parties jeunes. Dans ce cas les plantes contrélent le
nombre de nodules en maintenant un certain équilibre : bénéfice (fixation d'azote) / colt
(ressources de carbone) (Stacey et al., 2006).

Cette autorégulation est réalisée par des signaux moléculaires émis par la partie
racinaire ainsi que par des phytohormones (ex : I’acide abscissique) produits au niveau des
tiges (Oka-Kira et Kawaguchi 2006).

4.3. Spécificité symbiotique

L’une des caractéristiques majeures des associations rhizobium-légumineuse est
leur spécificité d’hoéte. En effet, une espéce de rhizobium donnée n’est capable, en général,
d’établir une relation symbiotique efficace qu’avec un nombre limité de partenaires
végétaux. De méme une espece de légumineuse ne peut étre nodulée que par un certain

nombre d’especes de rhizobium (Tilak et al., 2005).
5. Effets de la salinité sur la symbiose rhizobia-légumineuses

5.1. Effet sur le processus d’infection et le développement des nodules

Le stress salin peut affecter la symbiose Iégumineuse-rhizobia indirectement, en
réduisant la croissance de la plante hote et en affectant certains de ses processus
physiologiques ou bien directement en inhibant le processus d'infection et le
développement des nodules (Zahran, 1999 ; Cesar et al., 2011).

En général, les premieres étapes de la nodulation sont plus sensibles au stress salin

que plus tard (Cordovilla et al., 1999 ; Cesar et al., 2011).
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5.2. Effet sur activité de la nitrogénase et la respiration nodulaire

La salinité inhibe 1’activité de la nitrogénase (Aydi et al., 2008 ; Faghire et al., 2011)
et la respiration nodulaire (Serraj et al., 1994) qui provoque, par la suite, une diminution des

teneurs en azote total dans la plante (Salehi et al., 2008 ; Faghire et al., 2011).

La réduction de I'activité fixatrice de N2 par le stress salin est généralement due a
la réduction de la respiration nodulaire (Drevon et al., 1994 ; Bargaz et al., 2011a et b). Cette
réduction est due a une limitation de I'O2 ou du substrat N2 (Soussi et al., 2001 ; Serrat,
2002) ou une diminution de la production de protéines cytosoliques, surtout la
Iéghemoglobine, par les nodules (Delgado et al., 1994 ; L6pez et al., 2008).

6.  Intérét des bactéries nodulants les Iégumineuses en biotechnologie
L’intérét majeur des bactéries nodulants chez la famille des légumineuses réside

dans leur capacité a fixer I’azote atmosphérique dans le cadre d’une relation symbiotique
avec les especes végétales de cette famille dont plusieurs plantes d’intérét économique font
partie.

Du fait que cette relation soit d’une grande spécificité, la sélection et 1’étude de
ces bactéries pour des fins agronomiques et d’une importance majeure.

Aujourd’hui les biotechnologistes sont travaillent sur 1’inoculum qui consiste a
introduire les souches de Rhizobium dans 1’écosystéme plante-sol ; un inoculum étant une
formulation des souches en porteur solide ou liquide et sont peuvent agir de plusieurs
manieres : Action directe, action indirecte, protection.

Un bon inoculum doit étre prépare avec des souches rhizobiennes d’une grande
efficience en conditions de champ. Elles doivent avoir une grande spécificité afin d’étre
compétitives pour la formation des nodules et étre aptes a promouvoir les performances de
I’hote.

Les souches rhizobiennes doivent survivre dans 1’inoculum et maintenir ces
propriétés durant la période de stockage. Elles doivent étre tolérantes aux facteurs de stress
tels : T’acidit¢ la dessiccation température ¢élevée et des pesticides chimiques

(Baraibar 2000).
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Matériel et Méthodes :

I.  Matériel biologique :

Le matériel biologique sur lequel nous avons travaillé est constitué de nodules
récolté a partir des racines de la plante Medicago truncatula poussant a 1’état spontané
dans la région de Collo — bord de mer- de wilaya Skikda située a environ 100Km de
Constantine (latitude 36°59°57.1"N et longitude 6°43’03.0"E et une 1’altitude de 20m)

(Fig. 6).
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Figure 6 : Localisation géographique des zones de prélevement -Collo-
(Google earth 2018)
Il.  Méthodes

1. Collecte des nodules
La sélection et I’échantillonnage des nodules est effectuée a partir de trois plantes
différents durant le mois d’Avril, ou la plante a I’état de floraison. A cette période de

I’année, les nodules sont bien développés et visibles au niveau des racines.

Les 10 nodules récoltés sont des petites tailles en différent forme avec une couleur
rose a l’intérieur indiquant par conséquent la présence de la leghémoglobine et la

fixation de 1’azote (Fig. 7).

Les nodules sont référencés par (S1, S2, ...., S10) pour étudies les différents
critéres de chaque un.
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Des petits
nodules avec une
couleur rose

racinaires

Figure 7 : Prélevement des nodules

2. Stérilisation des nodules

La technique classique d’isolement des souches de Rhizobium décrite par (Cleyet-
Marel, 1989) a été adoptée. Les nodules stériles individuellement dans 1’éthanol a 95°
durant 30 secondes, ensuite transférés dans 1’eau oxygénée 100V pendant 25 minutes pour
¢liminer le plus de bactéries possibles de la rhizosphére. Ensuite sot rincés 10 fois a I’eau

distillée stérile. Dans une plaque de microtitration stérile (Fig. 8).

Figure 8 : Plague de microtitration utilisée pour la stérilisation et écrasement des nodules.

3. Ecrasement des nodules et ensemencement

Chaque nodosité il est broyée dans un seul cuve avec des gouttes d’eau stérile,
I’opération est réalisée dans des conditions d’asepsie totale (hotte a flux laminaire, pince

flambée, ...).
4. Culture sur le milieu YMA + RC

A T’aide d’une anse de platine, flambée au bec Bunsen, le jus de chaque nodule
écrasé est étalé sur boite de Pétri contenant un milieu spécifique, le milieu Yeat-Mannitol-
Agar (YMA, Vincent, J.M., 1970) additionné de rouge Congo (0.025%) (Annexes 1).
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L’ensemencement est réalisé selon la technique des quatre cadrans (Fig. 9) de maniere
d’avoir des colonies isolées et donc facile a caractériser.

Les boites sont scellées avec du parafilm et incubées a 28°C pendant 48 & 72

&
o

Figure 9 : Ensemencement par la technique des quatre cadrans (Vincent, 1970).

heures a étuve bactériologique.

D2

5. Repiquage en milieu liquide

La purification des colonies a été réalisee par des repiquages successifs des
colonies blanches sur des tubes a vise contenant 5ml de milieu YMB cette méthode
consiste de dilution la concentration bactérienne, puis les placer dans un incubateur

agitateur de 220 tour/min a 28°C pendant 3 a 4 jours (Fig. 10).

Figure 10 : Repiquage en milieu liquide sous la hotte.
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6. Caractérisation des isolats
6.1. Vitesse de croissance

La vitesse de croissance a été estimée selon la méthode proposé par
(Somasegaran et Hoben, 1994), qui considére que les souches a croissance rapide
engendrent une culture bactérienne apres 48h d’incubation. Les souches a croissance lente

nécessitent 3 a 7 jours.
6.2. Coloration de Gram

La coloration de Gram a été effectuée a partir des suspensions bactériennes
incubées pendant 72h a 28°C sur milieu YMB, selon la méthode classique (Annexes I1),
C’est une coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi
bactérienne, et d’utiliser ces propriétés pour distinguer les bactéries dites (Gram®) et des

bactéries dites (Gram’).

6.3. Test de croissance sur milieu Glucose Peptone Agar (GPA) + pourpre de
bromocrésol (BCP) (g/l).

Le Glucose Peptone Agar (GPA) est un milieu nutritif tres riche qui favorise le
développement de grand nombre des bactéries comme les entérobactéries et les
Agrobacterium.

v" Additionner 5ml de la solution de pourpre de bromocrésol (BCP) (Annexes 1) a un
455ml du milieu (GPA) pour la mise en évidence des souches bactériennes
contaminants. Les souches de Rhizobium n’acidifient pas le milieu.

v Ensemencer les isolats par anse de platine sur des boites contenant le GPA+BCP et
incuber a 28°C pendant 48 h.
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6.4.  Test du 3-cétolactose : Teste distinctif entre Rhizobium et Agrobacterium

Ce teste est basé sur ’oxydation du C3 du glycosyl des saccharides (Bernaerts et
De Ley, 1963) seules les souches d’Agrobacterium produisent 1’enzyme, une 3-
cétoglucosidase.
Le teste est réalisé suite a deux cultures successifs sur deux milieux différents A et B.
e Lapremiere culture est réalisée sur le milieu A (Annexes I) pendant 72h.
e Aprés 72h on preléve une colonie et on ensemence le deuxieme milieu B (Annexes ).
e Apres 72h d’incubation a 28°C, les inonder avec le réactif de Benedict a température
ambiante (Annexes 1).
Les souches appartenant au genre Agrobacterium produisent l’enzyme 3-
cétolactose qui se manifestent par la formation d’un halo jaune de Cu20 de 2 & 3 cm

de diamétre autour des colonies sur un fond bleu du réactif de Benedict.

6.5. Caractérisation biochimique sur galerie AP1® 20NE

La galerie APl 20NE (BioMérieux, 20050) (Appareillage et Procédé
d’Identification) est un systéme standardisé pour l’identification facile et rapide des
bacilles a Gram négatif non entérobactéries a 1’aide de vingt tests biochimiques (Voir

annexe I11).

A partir d'une colonie bactérienne, une suspension de turbidité moyenne est
réalisée dans 5ml d’eau physiologique stérile (0.85% NacCl). Cette suspension est utilisée
pour ensemencer les cupules de la galerie.

L’ensemencement des huit premiéres cupules est réalisé directement a partir de la
suspension. Les douze cupules restantes sont ensemencées par une préparation a base d’un
mélange de suspension bactérienne et le réactif galerie AUX Médium (BioMérieux,
20050).

Apreés 24 heures d’incubation a 36 °C, la lecture des résultats se fait directement
sur la galerie par observation du changement de la couleur dans les huit premiers cupules
et I’apparition d’un trouble dans les autres. Seuls les tests N03- et TRP sont révélés par

ajout de réactifs spécifiques fournis par le fabriquant.
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Figure 11 : mode d’emploi sur les galeries

6.6. Conservation des souches bactériennes

La préparation des échantillons a conserver a été realisée en mélangeant 1 ml de

suspension bactérienne avec 1 ml de glycérol a 50%.

Les échantillons préparés ont été conserve a — 80°C.
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Chapitre 11 : Résultats et Discussion

Résultats et discussion

1- Caracteres morphologiques et culturaux
1-1- Croissance sur le milieu YMA+RC (0.025%)

L’ensemencement du broyat nodulaire sur le milieu YMA+RC a donné des
colonies qui absorbent peu le rouge Congo apres trois jours de croissance, elles sont sous
forme ronde de couleur rose claire visqueuses (Fig. 12).

Les bactéries appartenant a la famille des Rhizobiacées ont la particularité de
produire des acides en présence de mannitol comme une seule source de carbone dans le
milieu (Samasegaran et Hoben, 1994). Cette acidification elle est mis en évidence par
I’utilisation d’un indicateur de pH qui est dons notre cas le Rouge Congo.

Ainsi, les résultats obtenus montrent que les colonies obtenues a partir des

échantillons utilisés appartiennent a des bactéries de la famille des Rhizobiacées.

Figure 12 : Croissance sur milieu YMA+ RC aprés 72h d’incubation.
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1-2- Croissances sur milieu liquide

La culture de bactéries isolées sur milieu liquide YMB et I’observation de la

turbidité montre que ces bactéries ont des vitesses de croissance différentes.

Ainsi, on a pu observer un trouble dans les tubes S1, S3, S7, S8, S9 apres
seulement 48h de croissance. L’apparition d’une turbidité chez les autres tubes (S2, S4, S5,

S6, S10) n’a pas été observée qu’a partir de 72h d‘incubation (Fig. 13).

Selon Somasegaran et Hoben, (1994), les souches de Rhizobia peuvent étre
classées en deux catégories suivant leur vitesse de croissance :

Les souches qui donnent un trouble sur milieu liquide en 48h et qui sont
considérées comme souches a croissance rapide et les souches qui donnent un trouble sur

milieu liquide aprés 72h sont considérées comme souches a croissance lente.

Figure 13 : Culture bactérienne sur milieu liquide.

1-3- Aspect microscopique

L’observation au microscope optique des frottis révélés a la coloration de Gram
(Annexes 2), nous montre que pour tous les isolats testés, les bactéries ont une forme de
batonnet court et de type Gram négatif (Fig. 14).
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Figure 14 : Observation microscopique des bactéries isolées : (Gx100).

1-4- Croissance sur milieu GPA+BCP

La culture sur milieu GPA+BCP des bactéries isolées a permis le développement
de colonies accompagné d’une acidification du milieu plus ou moins marquée chez les
isolats S1, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S10, et seule la souche S2 présente une alcalinisation
du milieu (Fig. 15).

() (b)

Figure 15 : Test sur milieu GPA+BCP
(a) Acidification sur milieu GPA+ BCP
(b) Alcalinisation sur milieu GPA+BCP
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La fermentation du glucose est un critere de différenciation utilisé pour la
discrimination entre les espéces bactériennes qui n’appartiennent pas a la famille des
entérobactéries. Cette fermentation se manifeste par la production d’acide entrainant la
modification de la couleur de I’indicateur de pH utilisé qui est dans notre cas le pourpre de
bromocrésol.

Selon Beck et al. (1993), Ce milieu est généralement utilis¢ comme milieu de
purification pour les Rhizobia, qui sont caractéristiques par aucun vraiment changement du
pH, contrairement au contaminant qui change la couleur du milieu du violacé en jaune.

1-5- Test du 3-cetolactose : Tests distinctifs entre Rhizobium et Agrobacterium.
La culture des bactéries sur milieu A et B de 3-cetolactose a permis la croissance
des colonies blanchéatre rond visqueuse apres une incubation de 72h.
Ainsi, on a observé que toutes les souches sont restées blanchatre aprés I'addition
de réactif de Benedict ; aucun halo n’est formé autour des colonies. De ce fait les isolats
n'oxydent pas le Csdu glycosyl du Lactose et ne produisent pas de 3-cetoglucosidase. Ce

test montre que nos résultats elle est négatif (Fig. 16).

(A) (B)

Figure 16 : Test du 3-cetolactose
(A) : Culture bactérienne sur milieu A de 3-cetolactose.

(B) : Culture bactérienne sur milieu B de 3-cetolactose + réactif de Benedict.
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La distinction entre les Rhizobia et les Agrobactérium qui forment la fraction de
contaminant les plus souvent rencontré se fait en testant leur capacité a produire la
cétolactase qui convertit le lactose en cétolactose qui inter-réagit avec le réactif de
Benedict par la formation d’un halo jaune. (Harpreet et al, 2012). Les colonies restent

blanchétres ainsi nous confirmons que les bactéries appartenant au genre rhizobium.
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1-6- Caractérisation biochimiques sur galerie APl 20 NE
Aprées 24h d’incubation a 36°C les résultats obtenus sont résumés dans le tableau
ci-apres (Tab. 4) :

Tableau 4 : Résultats des tests biochimiques effectués sur la galerie API1 20 NE

S1[Ss2 | s3 | s4 | s5 | s6 |s7] s8 | s9 |s10

galerie API 20NE

NO3

. . + + - + - - - - - -
potassium nitrate

TRP
L-tryptophane

GLU +
D-glucose

ADH
L-arginine

URE
Urée

Tests conventionnels

ESC
esculin + + + + + + + + + -

ferric citrate

GEL
Gélatine

PNPG
BDgalactopyranoside

GLU
D-glucose

ARA
L-arabinose

MNE
D-mannose

MAN
D-mannitol

NAG
N-acetyl-glucosamine

MAL
D-maltose

GNT
potassium gluconate

Tests d'assimilation

CAP
capric acid

ADI
adipic acid

MLT
malic acid

CIT
trisodium citrate

PAC
phenylacetic acid

+ : Test positif. GLU+ : Glucose fermenté
- : Test négatif
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» Les tests onventionnels : (Tableau 04) :

- Réduction des nitrates (NO3) :
Les résultats obtenus montrent que seules les souches S1, S2 et S4 sont capables de
réduire les nitrates en nitrites alors que le reste des souches testées présentent une
réaction négative.

- L’utilisation du tryptophane (TRP) :
Les résultats obtenus montrent que toutes les souches étudiées produisent de
I’indole a partir du tryptophane.

- Lafermentation du glucose (GLU+) :
Les résultats obtenus montrent que seule la souche S1 est capable de fermenter le
glucose.

- L’hydrolyse de I’arginine (ADH) :
Les résultats obtenus montrent que la souche S4 est la seule qui est capable
d’hydrolyser la L-arginine.

- L’hydrolyse de ’urée (URE) :
Les résultats obtenus montrent que les souches S3, S4, S6, S7, S9 et S10 possedent
une uréase alors que les autres en sont dépourvu.

- L’hydrolyse de I’esculine (ESC) :
Mise a part la souche S10, toutes les autres souches sont capables d’hydrolyser
I’esculine.

- L’hydrolyse de la gélatine (GEL) :
Les résultats obtenus montrent que seule les souches S1, S2 et S3 sont capables
d’hydrolyser la géelatine.

- Activité B-D galactopyranoside (PNPG) : Les résultats obtenus montrent que

seules les souches S2, S4, S5 et S7 possedent une B-galactosidase.

- Les tests d’assimilation :

Les tests d’assimilation montrent que parmi les différents substrats utilisés, trois
acides n’ont été¢ assimilés par aucune des souches étudi¢es. Ces substrats sont :
I’acide caprique, 1’acide adipique et 1’acide phenyl acetique. Pour les neuf substrats

restants, on constate que seule la souche S4 est capable de les assimiler tous, la
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souche S3 n’assimile pas le citrate trisodium alors que les souches S1 et S2 quant a
elles n’assimilent pas 1’acide malique et le citrate trisodium.

La souche S5 n’assimile aucun substrat alors que la souche S10 n’assimile que le
maltose.

Les souches S6, S7, S8 et S9 forment un groupe hétérogene par rapport au pouvoir

d’assimilation de ces différents substrats.

Niste et ses colloborateurs (2015), ont utilis¢é le systéme d’identification
biochimique APl 20NE sur une collection de 20 isolats nodulaire a partir de Trifolium
pratense et Medicago sativa.

Ils ont constat¢ une diversité dans ['utilisation des carbohydrates chez les
Rhizobia et rapporte que ce résultat confirme d’autre travaux antérieurs. Cette diversité

renseigne sur une variabilité de I’équipement enzymatique.
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Conclusion

CONCLUSION

Le présent travail a porté sur I’isolement et la caractérisation de bactéries nodulant
I’espéce Medicago truncatula poussant a 1’état spontanés en milieu salin (région de la
région de Collo — wilaya Skikda) tout en suivant la démarche décrite par Vincent (1970) et
Somasegaran et Hoben (1994), relative a 1’identification des bactéries appartenant aux
genres Rhizobia.

Au total, 10 isolats nodulaires ont été étudiés, et les résultats obtenus coincident
avec les caractéristiques des espéces bactériennes appartenant a la famille des
Rhizobiaceae décrites par ces chercheurs a savoir de la morphologie et la biochimie
relative au métabolisme des sucres testés sur les milieux YMA + RC, GPA +BCP et le test

du 3-cetolactose.

L’¢étude biochimiques sur les galeries APl 20NE a montré une grande diversité des
caractéres traduisant une variabilit¢é de 1’équipement enzymatique et du potentiel
d’assimilation des substrats organiques.

Les résultats obtenus durant cette étude peuvent étre considérés comme une
contribution a la collection des ressources génétiques et ouvrent la voie pour d’autres
perspectives intéressantes dans le domaine de la fixation symbiotique de 1’azote comme le
test de nodulation et la détermination du statut taxonomique de ces bactéries par les

techniques de biologie moléculaire.
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Annexe | :

Milieux de culture utilisés pour la croissance des Rhizobia

« MilieuYMB (Yeast Mannitol Broth) en g/l (Vincent., 1970).

Mannitol.........oooviiiiiiiiieeeeeee e eie e sneeene. 100
Extraitde levure..............ccoiiiiiiiieiiie e, 050
KoHPO4 e s 0.5¢
NaCl. oo e e eeereeeiieeee e e 0010
Eau distillée, qSp.......ceoviiriiiniiiiieiicieceeceeeeeeeeie e e one. 1000mM1

pH ajusté a 6,8.
Autoclavage 120°C pendant 20min.
On met 200 ml sur les boites de pétri de 90mm et 100 ml sur les tube a vise.

< MilieuYMA (YeastManitol Agar) en g/l (Vincent., 1970)

AAT. . e 12.59

pH ajusté a 6,8.
Autoclavage 120°C pendant 20min.

+ Milieu YMA+ Rouge Congo en g/l

YMB .. 700ml
AGAT. . s 12.59
Solution de rouge CONgo ........ovvviiiiiiiiiiiiiie i, 7ml

pH ajusté a 6,8.
Autoclavage 120°C pendant 20min.
Apreés I’ajustement de pH on ajoute 07 ml de Rouge Congo (0.25 g Rouge Congo dans 100

ml d’eau distillé) puis on ajoute I’agar.

¢+ Composition du milieu de Glucose Peptone Agar (GPA) + pourore de bromocrésol

(BCP) (g/l) (Vincent, 1970).

GIUCOSE ..ttt ettt ettt seaeens 059
Peptone. ... ..ottt 2.59
Pourore de bromocrésol ..........cooiiiiiiii e, 05 ml
A AT . 099



- Solution de pourpre de Bromocrésol :

Pourpre de bromocrésol..............ccccevveeevieeecieeccee e 0170
Ethanol...........ouiiieee e 10 mi

ajusté a 6,8.
- Autoclavage 120°C pendant 20min.

<> Milieu du 3-Cétolactose
. Milieu A :
GIUCOSE o
EXtrait de IeVUIe. ...
Carbonatede calcium.............cooiiiiiii i,

- pH ajusté a 6,8.

Une anse de ce milieu est ensemencée sur milieu solide contenant :
. Milieu B :

LaCtOSE ..ottt

EXtrait de IeVUIe. ..o

- pHajusté a 6,8.
- Autoclavage 120°C pendant 20min.

Les boites sont incubées 3 jours a 28°C. Les résultats sont mis en évidence par

L’inondation des boites avec les réactifs de Benedict a température ambiante :

Citrate de SOUIUM ...ttt
Carbonate de sodium anhydre..........cccoeveeeeieeeeiieeeeee e,
CUSOEH20 . ..o

86.5¢

pH



Annexe Il :

<> Coloration de Gram
- Réaliser un frottis
Sur une lame, on dépose une goutte d’eau stérile, ensuite avec I’anse de platine stérilisée on

ajoute une goutte de la colonie isolée, puis on étale et on fixe a la chaleur.

- Réalisation de la coloration

Immerger les lames dans la solution de violet de gentiane pendant 1 mm.

Immerger les lames dans du Lugol pendant 30s.

Décolorer jusqu'a disparition de la couleur violette dans I'alcool en faisant
couler goutte a goutte sur la lame inclinée.

Laver a I'eau distillée.

Recoloration a la fuschine. Laisser agir pendant 1 mm.

Laver a I'eau distillée et sécher a l'air.

Observer a I’objectif x 100, en immersion avec de 1'huile de paraffine.
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API 20NE teste d’identification les non entérobactéries.

Annexe Il :

NO3 potassium nitrate incolore
Rose - rouge

TRP L-tryptophane Incolore/ jaune rose
GLU D-glucose Blue/vert jaune
ADH L-arginine jaune Orange/rose
URE Urée jaune Orange/rose
ESC Esculine: citrate de fer jaune gris/noir
GEL A Pas de diffusion Diffusion du

du pigment pigment noir
PNPG 4-nitrophenyl-pD-galactopyranoside incolore jaune
GLU Glucose assimilation Transparence trouble
ARA Arabinose assimilation Transparence trouble
MNE Mannose assimilation Transparence trouble
MAN Mannitol assimilation Transparence trouble
NAG N-acetyl-glucosamine assimilation Transparence trouble
MAL Maltose assimilation Transparence trouble
GNT Gluconate assimilation Transparence trouble
CAP Caprate assimilation Transparence trouble
ADI Adipate assimilation Transparence trouble
MLT Malate assimilation Transparence trouble
CIT Citrate assimilation Transparence trouble
PAC Phenyl-acetate assimilation Transparence trouble
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