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Résume

Cette étude consiste a mettre en évidence les bactéries qui ont été isolée a
partir des nodules de la plante médicinale et Iégumineuse Trigonella foenum-graecum
L. cultivée dans deux régions de I'Est algérien Mila et Guelma et analyser leur

diversité phénotypique.

La caractérisation des souches porte sur une étude morphologique suivie d'une
caractérisation phénotypique qui regroupe les tests biochimiques, physiologiques,
nutritionnels aussi que la détermination des résistances aux métaux lourds et aux

antibiotiques.

Un profil des protéines totales a été déterminé selon la technique
d'électrophorése sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes SDS-PAGE en
présence d'une souche de référence fait apparaitre un polymorphisme entre les isolats.

Sur la base des caractéeres étudiés, les souches ont été apparentées au rhizobia.

Mots clés: Trigonella foenum-graecum L., diversité phénotypique, caractérisation,
SDS-PAGE, rhizobia.




Abstract

This study consist in highlighting the bacteria wich isolated from the nodules
of the medicinal plant the genus Trigonella foenum-graecum L. cultived in East

Algerian area Mila and Guelma and to analyze thier phenotypical diversity.

The characterization of the strains consist of a morphological study followed
by a phenotypical characterization which includes the biochemical, physiological and
nutritional tests as well as the measurement of the resistances of the strains to heavy
metals and antibiotics.

The technique of electrophoresis on polyacrylamide gel in denaturing
conditions (SDS-PAGE) is carried out to determine the profile of total proteins of the

isolates in presence of reference strain reveal a polymorphisme between isolates.

On the basis of studied characters, strains were related to the Rhizobia.

Key words: Trigonella foenum-graecum L., phenotypical diversity, characterization,
SDS-PAGE, Rhizobia.
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INTRODUCTION

.




L’azote est un nutriment essentiel et limitant pour le développement des
plantes et, bien que majoritaire dans 1’atmosphere, le diazote (N2) n’est pas
directement assimilable par les végétaux. En revanche, certaines plantes peuvent
s’associer en symbiose avec des microorganismes diazotrophes qui sont capables de
fixer I’azote atmosphérique, Ces bactéries induisent sur la racine de la plante hote la
formation d'un organe spécialisé appelé nodule. A l'intérieur des nodules, la bactérie
subit des transformations et fixe l'azote moléculaire de Iatmosphere en le
convertissant en ammonium, (NH4") assimilables par la plante. En retour la plante
fournit aux bactéries des composés carbonés issus de la photosynthése.

C'est la fixation biologique de l'azote, opérée par le systtme Légumineuse -
BNL. Cette symbiose permet aux Iégumineuses de coloniser des milieux dégradés ou
pauvres et d'enrichir le sol en matiére organique, facilitant ainsi I'implantation d'autres
especes végétales et la réhabilitation de I'écosysteme dégradé. D'autre part, cette
fixation d'azote est importante sur le plan agroéconomique, car elle conduit a un
enrichissement du sol en azote, jouant ainsi le r6le d'engrais naturel.

Du point de vue fondamental, il est important d'explorer et de caractériser
taxonomiquement les symbiotes de nouvelles légumineuses non étudiées encore.
Cette nouvelle exploration peut conduire a l'identification de nouvelles associations
BNL - Légumineuses, plus performantes que d'autres en termes que fixation d'azote
ou d'enrichissement de sols en matiéres organiques. Ces symbiotes non caractérises
jusqua ce jour peuvent comporter de nouvelles especes ou genres de BNL,
comportant peut-étre des fonctions nouvelles.

De nombreuses especes de légumineuses telles que la plante médicinale

Trigonella L.

La plante du genre Trigonella L. Et en particulier I’espéce cultivé Trigonella
foenum-graecum L. (fenugrec) est une plante herbacée annuelle ont été connus et
employés pour différents buts dans des périodes antiques, particulierement en Grece
et en Egypte. Actuellement, le fenugrec est largement cultivé en Asie, en Europe,
I'Amérique et le Nord d’Afrique. En Algérie elle est particulierement cultivée dans les

régions du nord.




Au cours de cette étude, nous avons caractérisé des BNL associée a la

legumineuse cultivée Trigonella feonum-greacum L. dans deux différentes régions de

I’Est algérien.

Dans ce modeste travail nous avons fixé l'objectif suivant: Caractérisation

phénotypique des bactéries hotes de la légumineuse médicinale Trigonella foenum

graecum L. (Fenugrec).

Ce travail est réalisé selon le plan suivant:

Isolement des bactéries a partir des nodules.

Etude morphologique et microscopique des isolats.

Une étude comparative entre les isolats des espéces cultivées selon leur
écosystéme par une caractérisation phénotypique qui comporte une série
de tests:

nutritionnels (source de carbone, source d’azote, besoin en vitamine),
Recherche des enzymes spécifique (nitrate réductase, uréase, cellulase),
Effet des facteurs abiotiques (pH, T°, NaCl),

Recherches des concentrations inhibitrices par les métaux lourds et les
antibiotiques.

Analyse des profils protéiques par SDS-PAGE.

-Etablissement d'un dendrogramme qui réunie tous les testes

phénotypiques réalisés.
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I- L'azote

L’azote joue un role essential dans la synthése de la matiére vivante a partir de
la matiére minérale. Contrairement aux animaux (organismes hétérotrophes), les
vegétaux ou certains microorganismes (organismes autotrophes) sont capables
d’utiliser I’azote minéral du sol pour former des substances organiques azotées qui

seront, & leur tour, utilises par les animaux.
I-1- Cycle de I'azote

L'azote total est géneralement réparti dans trois ensembles principaux:
I'ensemble constitué par I'atmosphére, le sol (et I’eau qui lui est associée) et I'azote
contenu dans la biomasse. Les échanges complexes entre ces trois ensembles sont

connus sous le terme de cycle de I'azote (Hopkins, 2003).

les principales étapes de ce cycle sont: I'ammonification, la nitrification et

I'assimilation (Raven et al., 2007) (Figurel).
I-1-1 Ammonification

Les décomposeurs, certaines bactéries du sol et les champignons transforment

les composés azotés d’origine animale ou végétale en ammoniac NHs.

La réaction chimique est:

2N; (g) + 3(CH,0) + 3 H,0 =>4 NH,+ 3 CO,
I1-1-2- Nitrification

C’est ’oxydation de I’ammoniac en nitrite (NO™) puis en nitrate (NO™) qui

est la forme la plus utilisable par les plantes.




La premiére étape de la formation du nitrate, est I'oxydation d'ammoniac en
nitrite par des bactéries du genre Nitrozomonas, le nitrite est ensuite oxydé en nitrate

par des membres du genre Nitrobacter (Hopkins, 2003). Selon les réactions suivantes:

NH'4_Nitrozomonas s NO™

Nitrobacter

NO > NO3

1-1-3- Dénitrification

Un processus anaérobie au cours duquel le nitrate est réduit en formes
volatiles de 1’azote, comme 1’azote gazeux N et I’oxyde d’azote N,O, qui retournent

ensuite a I’atmosphere (Raven et al., 2007).

Thiobacillus

fixatrices d‘azote Psoudomonas

(actinorhizes et nodules
de légumineuses)

Nitrification Nifrobacter

Bactéries fixatrices d'azote (libres)

Nitrosomonas
Azofobacler

Figurel: Cycle de I’azote simplifi¢ pour les écosystémes terrestres (Pujic., 2009).




I1- Symbiose Rhizobium-légumineuse
I1-1- Les légumineuses

Les légumineuses ou Fabaceae sont classées parmi les Angiospermes,
Eudicotylédones. Elles sont les sceurs des Polygalaceae, composant avec les familles

des Quillajaceae et Surianaceae, les Fabales (Campbell et al., 2001).

Les légumineuses occupent la deuxieme place, aprées les céréales, pour les terres
cultivées et la production. En 2004, plus de 300 millions de tonnes de Iégumineuses a
graines ont été produites sur une superficie de 190 millions d’hectares, soit 13% des

terres cultivées (FAO., 2004).

Les légumineuses constituent une immense famille de plantes dont le seul
caractéere commun est de produire des fleurs ayant un ovaire libre, constitué par seul
carpelle qui donne un fruit appelé gousse ou légume. On compte 475 genres et
environ 16400 especes se répartissant en trois famille: Mimosoideae, Caesalpinoideae
(Paraphylétique) et Papilionoideae (ou Fabacées) (Come et al., 2006). Elles
constituent de loin le groupe le plus important de plantes participant a la fixation de
I’azote avec des bactéries symbiotiques (Raven et al., 2007). Cependant il y a encore
40% des legumineuses qui ont des graines riches en amidon (Feve, Haricot, Lentille,
Pois, Pois chiche), en huile (Arachide, Soja) ou en protéines (Fenugrec, Lupin, Soja)
les trefles, les luzernes, le sainfoin et le lotie servent a 1’alimentation du bétail (Come
et al., 2006).

Les légumineuses alimentaires tiennent une part trés importante des travaux
accomplis dans des domaines aussi divers que jamais été examinées pour la
nodulation (Sprent., 1999).

Beaucoup d’espéces sont cultivées pour [’agronomie, la génétique,

I’entomologie, la phytopathologie et la physiologie (Baudoin et al., 2001).

Les principaux études de recherche, sur les légumineuses a graines, cherchent a
la fois a sécuriser la nodulation, a assurer la complémentarité entre les voies
d‘assimilation et de fixation de ’azote, et a assurer une meilleure remobilisation de

I’azote des feuilles et des tiges vers les graines. Le point fort des 1égumineuses est leur




colt énergétique faible et leur faible contribution aux gaz a effets de serre,

directement liés a I’absence de fertilisation azotée (Chabbi., 2010).

L’intérét agronomique des légumineuses provient en premier lieu de leur
aptitude a la fixation symbiotique de l'azote, qui leur permet de produire en
abondance des protéines végétales méme en 1’absence de fertilisation azotée, d'ou leur
intérét également dans le cadre d'une agriculture "durable” (réduction des intrants,

préservation et enrichissement des sols en azote) (Chabbi., 2010).

De nombreuses especes cultivées appartiennent a la Légumineuses. Elles
constituent une source trés importante de protéines et de lipides dans I'alimentation
humaine et animale (Chabbi., 2010). Elles constituent un apport de protéines peu
colteux mais néanmoins important (18% a 30% de la graine seche) (Baudoin et al.,
2001).

I1-1-1- La légumineuse Trigonella foenum- graecum L.

Le genre Trigonella L. est un membre de la famille Fabaceae qui a été la
deuxieme grande famille des plantes fleurissantes avec 650 genres et 18000 espéces
(Singh et al., 2008).

Trigonella foenum- graecum L. du nom arabe de I'nelba est un herbe annuelle
connue sous le nom de fenugrec (Talip et al., 2011), il vient de foenum-graecum
signifiant le foin grec qui est un herbe séché pour étre utiliser comme un fourrage

dans le passé (lonescu et Roman., 2013).

Le fenugrec est distribué dans la plus part des régions du monde Europe,
Afrique du nord, Asie, Argentine, Canada, Amérique, Australie, (lonescu et Roman.,
2013) il a une activité anti-oxydante et antibactérienne et connue par les affects
hypoglycémiques, hypocholestérolémie et anti inflammatoire (Moradi Kor et al.,
2013) son usage est trés recommandé, géneralement en cas de manque dappétit
(Harchane et al., 2012) et dans la préparation des aliments (avec riz en Iran, arome de

fromage en Switzerlande).




11-1-1-1-Historique

Le fenugrec est la plante le plus utilisé dans la thérapeutique depuis les anciens
temps. En Egypte antique, il a été employé pour soulager I'accouchement et pour
augmenter I'écoulement de lait (Fedelic et al., 2009), et pour embaumer les morts et
purifier I'air des habitations et des lieux de culte (Journal canadien de microbiologie
2011) .

Dans le présent, il est utilisé par les femmes Egyptiennes pour la douleur
menstruelle et comme thé de helba pour soulager des probléemes de l'estomac des
touristes (Fedelic et al., 2009), et aussi dans la fabrication du pain (Journal canadien

de microbiologie 2011).

Depuis I'ancienne temps les Grec et les romaines sont utilisés le fenugrec dans

la médecine et comme fourrage pour les animaux (Singh et al., 2008).
11-1-1-2- Origine et distribution

Trigonella foenum-graecum L. est une plante légumineuse annuelle, de
nombreux auteurs suggérent que l'ancétre direct de I'espéce cultivee est le fenugrec
sauvage T.gladiata qui differe de T.foenum-graecum par lI'ensemble de l'agrégat de
caracteres les plus marquants: dont la tuberculination des graines et la petite taille des
gousses.ll est possible que I'espece T. foenum-graecum évoluée de T. gladiata
(Sinskaya., 1961).

La région méditerranéenne est connue pour étre I'habitat naturel de genre
Trigonella, il a été trouvé a I'Asie, Afrique et beaucoup cultiver en Inde (Kanak et al.,
2012), fréquemment cultivées et souvent sub-spontanée en Algérie (Quezel et Santa.,
1962).

11-1-1-3- Classification de la plante

Le nombre des espéces de Trigonella qui sont actuellement identifiés est
seulement 18 espéces mais le genre Trigonella foenum- graecum L. est la seule espéce
cultivée (Helambe et Dande., 2012).




-Taxonomie de la plante

Super-Regne: Chlorobiontes.

Régne: Plantae.

Sous-Régne: Tracheobionta.

Division: Magnoliphyta.

Class: Magnolipsida.

Cladus: Fabidees.

Order: Fabales.

Famille: Fabaceae.

Genre:Trigonilla.

Espece: Trigonella foenum graecum L. (Mehani et Segni., 2012).

11-1-1-4- Morphologie de la plante

Le fenugrec est une plante annuelle de 30-60 cm de hauteur, les feuilles sont
composés par trois folioles, dentées, gris-vertes de 20-25 mm de longueur. (Moradi
Kor et al., 2013).

Les fleurs de Trigonella foenum-graecum L. sont blanchatres ou jaune pale, les
variétés sauvages et cultivés existant avec 1 a 2 fleurs axillaires, sessiles, blanchatres

ou jaune citron (Moradi Kor et al., 2013).

La gousse de 5-7cm de long avec un bec persistant, chaque une portante 10-20
graines qui sont petites de 5 mm de long, dur et jaune brunatre (Moradi Kor et al.,
2013) (Figure2).




11-1-1-5-Propriétés symbiotique de la plante

Trigonella foenum-graecum L. (fenugrec) est connue par leurs propriétés
médicales et la fixation symbiotique de I'azote par les rhizobia présenté dans leurs
nodules racinaires. 1l était reporté que la fixation de 48% de I'N, totale pendant la

saison de développement (Singh et al., 2008)
11-1-1-6- Principaux constituants de la plante

Les actions biologiques et pharmacologiques de fenugrec sont attribuées dans
la variété de leur constituant nommé: stéroides, substances polyphénolique, acides

aminées (Mehrafarin et al., 2010).

Les graines de fenugrec contiennent de 45- 60% de carbohydrate, 20 -30% des
protéines de lysine et tryptophane, 5-10% d'huile (lipide), les fibres muqueuses,
trigonelline (0.20- 0.38%), choline (0.5%), les acides aminées libres comme 4-
hydroxyisoleucine (0.09%), arginine, histidine et lysine, calcium et fer, vitamines
Al,B1, C et 0.015% des huiles volatiles (Moradi Kor et al., 2013).




Figure 2 : (a): Trigonella fleurissante, (b): pied de 7rigonella, (c):

(d) gousses, (e):graines

feuilles,




11-2- Rhizobium

Rhizobiums sont des bactéries capables de former des nodules et établir une
symbiose avec les racines ou les tiges des plantes Iégumineuses. Pendant le processus
symbiotique, les rhizobiums réduire 1’azote atmosphérique a une forme assimilable

(ammonium) directement par les plantes (Barrada et Fikri-Benbrahim., 2014).

La plupart d’entre eux ne forment de nodules qu’avec un petit nombre de
plantes hotes, alors que d’autres sont trés spécifiques et n’infectent qu’une seule

espece hotes (Hopkins, 2003).

I1-2-1-Taxonomie des rhizobiums

La taxonomie qui se définit comme I'étude des relations qui existent entre les
organismes, englobe la classification, la nomenclature et I'identification. Ces trois
parties consistent respectivement a classer et a arranger les organismes dans des
groupes sur la base de similarités (classification), a donner des noms aux groupes
trouvés (nomenclature) et enfin a identifier des organismes inconnus pour déterminer

s'ils appartiennent aux groupes déja définis (Vandamme et al., 1996).

Rappelons que «rhizobia» est un terme qui a été donné aux bactéries du sol
qui sont capables d’induire des nodules sur les légumineuses, et d’y fixer 1’azote
atmosphérique en symbiose. Nous préférons substituer au terme de « rhizobia» , qui
est un terme dérivé du nom du genre Rhizobium, le terme de BNL (Zakhia et al.,
2004).

Wornin (1866) fut le premier a signaler 1’observation de micro-organismes
ressemblant & des bactéries dans les nodosités de luinus mutabilis. Par la suite, les
bactéries vont étre classées sur la base de leur temps de génération et leur vitesse de
croissance sur milieu de culture, tels que définis par Lonhis et Hansen en 1921. Ainsi,
utilisant ce concept, Jordan (1982) classa pour la premiére fois, les bactéries
symbiotiques en deux genres: le genre Rhizobium correspondant aux souches a
croissance rapide et le nouveau genre Bradyrhizobium pour les souches a croissance

lente.




Plusieurs méthodes comparatives comme la sérologie, SDS-PAGE des
isoenzyme ou des protéines totales, FAME, le coefficient de Chargaff, I’hybridation
ARN / ADN ou ADN /ADN, et I’analyse des plasmides ont été adoptées pour la
classification des rhizobiums (N’zoué et al., 2006)..

Les BNL ont été également découvertes dans la classe p-Proteobacteria, a
savoir dans Burkholderia et Ralstonia (Moulin et al., 2001). En outre, Benhizia et al .,
(2004) a signalé l'association entre les légumineuses du genre Hédysarum et les
souches appartenant a la classe y-Proteobacteria, a savoir Pantoea agglomerans,
Enterobacter Kobei, Enterobacter cloacae, Leclercia adecarboxylata, vulneris coli et
Pseudomonas sp bien que leur capacité de nodulation n'est pas encore clairement

démontrée ( Tableaul).




Tableaul: classification des rhizobiums (Berrada et Fikri-Benbrahim., 2014).

| Genres et especes

Plantes hotes

Class: Alphaproteobacteria
Order: Rhizobiales
Family: Rhizobiaceae
Genus: Rhizobium
R. lequminosarum
symbiovar viciae
symbiovar trifolii
symbiovar phaseoli
R. galegae
symbiovar officinalis
symbiovar orientalis
. tropici
R. leucaenae
R. tropici
- endophyticum
. phaseoli
fabae
etli
symbiovar mimosae
symbiovar phaseoli
. undicola
_ gallicum
symbiovar phaseoli
symbiovar gallicum
. giardinii
symbiovar phaseoli
symbiovar giardinii
_ hainanensis
. huautlense
mongolense
yanglingense
larrymoorei
. indigoferae
sullae
. loessense
. cellulosilyticum
R.miluonense
R. multihospitium
R. oryzae
R. pisi
R. mesosinicum
alamii
. alkalisoli
. tibeticum
. tubonense
_ halophytocola
. radiobacter
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Pisum, Viciae, Lens, Lathyrus
Trifolium pratense

Phaseolus vulgaris

Galega, L eucaena

Galega onientalis

Galega officinalis

Phaseolus, Medicago, Macropfilieum

Phaseolus vulgaris
Phaseolus

Vicia faba

Phaseolus,

Mimosa affinis

Phaseolus

Neptunia natans

Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgarns
Phaseolus

Phaseolus vulgaris
Desmodium sinuatum, Centrosema, efc.
Sesbania herbacea
Medicago ruthenica, Phaseolus
Amphicarpaea

Ficus benjamina

Indigofera spp.

Hedysarum

Astrgalus, Lespedeza
Papulus alba

| espedeza

Multiple lequme species
Oryza alta

Pisum sativum

Albizia, Kummerowia Dalbergia
Arabidopsis thaliana
Caragana intermedia
Trigonella archiducis-nicolai
Oxytropis glabra

Coastal dune plant

L3




R. rhizogenes
R. rubi
R. vitis
R. nepotum
Genus: Ensifer
E. meliloti
E. fredii
symbiovar fredii
symbiovar siensis
. sahelense
. terangae
symbiovar acaciae
symbiovar sesbania
E. medicae
E. arboris
E. kostiense
E. xingianense (Formerly:
Sinorhizobium xingianense)
E. adhaerens
E. kummerowiae
E. americanum
E_mexicanus
E numidicus
Genus: Shinella
S. kummerowiae
Family: Phyllobacteriaceae
Genus: Mesorhizobium
M. lofi
M. huakuii
M. ciceni
M. tianshanense
M. mediterraneum
M. plurifarium

mm

M. amorphae

M. chacoense

M. septentrionale
M. temperatum
M. thiogangeticum
M. albiziae

M. caraganae

M. gobiense

M. tarimense

M. australicum
M. opportunistum
M. metallidurans
M. alhagi

M. camelthorni
M. abyssinicae

= % % =

Medicago, Melilotus, Trigonella

Glycine, Vigna, Cajanus

Glycine

Acacia, Prosopis, Neptunia, Leucaena
Different host plants

Acacia

Sesbhania

Medicago truncatula, Melilotus
Acacia, Prosopis

Acacia, Prosopis

Glycine max

L3

Kummerowia stipulaceae
Acacia

Acacia angustissima
Medicago sativa

Kummerowia stipulacea

Lotus, Cicer, Anthyllis, Astragalus, efc.
Astragalus sinicus

Cicer anetinum

Glycyrrhiza pallidiflora

Cicer arietinum

Acacia, Chamaecrista, Leucaena,
Prosopis,

Amorpha fruticosa

Prosopis alba

Astragalus adsurgens

Astragalus adsurgens

Albzia kalkora

Caragana spp.

Wild legumes

Wild legumes

Biserrula pelecinus

Biserrula pelecinus

Anthyllis vulnerarna

Alhagi

Alhagi sparsifolia.

Different agroforestry legume trees




M. muleiense
M. hawassense
M. gingshengii
M. robiniae
M. shonense
M. shangrilense
M. silamurunense
M. tamadayense
Genus: Phyllobacterium
P. trifolii
Family: Methylobacteriaceae
Genus: Methylobacterium
M. nodulans
Genus: Microvirga
M. lupini
M. lotononidis
M. zambiensis
Family: Brucellaceae
Genus: Ochrobactrum
Ochrobactrum cytisi
Ochrobactrum lupini
Family: Hyphomicrobiaceae
Genus: Azorhizobium
A. caulinodans
A. dobereinereae
A. oxalatiphilum
Genus: Devosia
Devosia nepfuniae
Family: Bradyrhizobiaceae
Genus: Bradyrhizobium
B. japonicum
. elkani
. laoningensese
. yuanmingense
betae
. canariense
inomotense
jicamae
lablabi
huanghuaihaiense
cytisi
. dagingense
. denitrificans
. oligotrophicum
. pachyrhizi
Class: Beta Proeobacteria
Order: Burkholderiales
Family: Burkholderiaceae
Genus: Burkholderia

DD DDDDD DD DD D

Cicer anetinum

Different agroforestry legume trees
Astragalus sinicus

Robinia pseudoacacia

Different agroforestry legume trees
(Caragana species

Astragalus species

Anagyris latifolia, Lofus berthelotii

Trifolium pratense

Crotalaria spp.

[ upinus sp.
Different legume host
Different legume host

Cytisus
Lupinus albus

Sesbania rostrata
Sesbania virgata

Neptunia natans

Glycine max, Glycine soja
Glycine max
Glycine max

| espedeza

Betae vulgaris
Genisteae et Loteae
Entada koshunensis
Pachyrhizus erosus
Lablab purpureus
Glycine max
Cytisus villosus
Glycine max
Aeschynomene

Pachyrhizus erosus




B. caribensis Vertisol microaggregates
B. cepacia Alysicarpus glumaceus
B. tuberum Aspalatus camosa
B. phymatum Machaerium Junatum
B. nodosa Mimosa bimucronata, Mimosa scabrella
B. sabiae Mimosa caesalpiniifolia
B. mimosarum Mimosa spp.
B. rhizoxinica Rhizopus microsporus
B. diazotrophica Mimosa spp.
B. endofungorum Rhizopus microsporus
B. heleia Eleocharnis dulcis
B. symbiotica Mimosa spp.

Genus: Cupriavidus Aspalatus camosa
C. taiwanensis Mimosa sp.

Class: Gamma-Proteobacteria
Order: Pseudomonadales
Family: Pseudomonaceae

Pseuomonas sp. “Robinia pseudoacacia

* |a capacité de nodulation de ces genres n'est pas encore clairement démontrée

ils sont considéré comme des Rhizobium.
I11- Nodulation

L'établissement de I’association symbiotique, la formation des nodules et la
fixation de 1’azote sont la conséquence d’une série d’interactions contrdlées par
signaux moléculaires entre la plante et son partenaire bactérien. Les plantes
produisent des flavonoides (molécules signales) au niveau de leurs racines (Patriarca
et al., 2004). IIs sont considérés comme des micronutriments importants puisqu’ils
peuvent jouer des roles antioxydants ou posséder des propriétés biologiques diverses
(Milane., 2004). Ce signal, une fois percu par le rhizobium, induit I’expression de
génes nod codant pour les enzymes de synthéese de facteurs Nod
(lipochitinooligosaccharides ou LCO) (Dénarié., 2000). Les facteurs Nod produits par
le partenaire bactérien sont essentiels pour la capacité des rhizobia a induire les
nodules racinaires (Spaink., 2000) (Figure3).
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Figure 3: Structure générale d’un facteur Nod produit par les rhizobia (Spaink.,
2000).

La reconnaissance spécifique entre les protéines NodD d'une espéce de
rhizobium et leur flavonoide activateur constitue donc le premier niveau de spécificité
dans la symbiose rhizobium-légumineuse (Perry et al., 2004). Les bactéries
s’attachent aux racines par l’intermédiaire d’une molécule d’adhésion spécifique
localisée a la surface des cellules, la rhicadhésine (Perry et al., 2004). Cette
interaction induit une déformation du poil absorbant en réponse la bactérie secréete une
enzyme, la polygalacturonase, qui fragilise la paroi et la pénétration des bactéries est
ainsi facilitée (Dupuy et Nougier., 2005). La derniere étape de la formation du nodule
consiste en un relachement des rhizobiums a partir des cordons d'infection a l'intérieur
des cellules corticales suivi de la division et la différenciation des rhizobiums en
cellules fixatrices d'azote reconnues sous le nom de bactéroides (Machrafi., 2001).
Une membrane péribactéroidienne enveloppe ces bactéroides (Perry et al., 2004). Elle
protége la plante contre lI'ammoniac produit et une pathogeénicité potentielle de la
bactérie, tout en maintenant un gradient d'azote, d'oxygéne et de nutriments

nécessaires a la fixation de I'azote (Bélanger., 1998).
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Figure 4: Processus de la nodulation (Taiz et Zeiger., 2006).
111-1- Morphologie et structure des nodules

Le nodule achevé peut prendre deux formes: soit cylindrique, avec un
méristeme apical, une croissance indéterminée et un systeme conducteur ramifié,
soit sphérique, avec une croissance définie et des éléments conducteurs en forme
d’arc, ayant un débouché commun dans le systéme conducteur de la racine
(Richter., 1993)

111-2- Génétique de nodulation

Plusieurs groupes de genes du microsymbionte et des racines de la plante hote,
contribuent a la fixation biologique de 1’azote (Hopkins, 2003). Les différents
Rhizobium utilisent des mécanismes génetiques et moléculaires similaires pour

reconnaitre et infecter les légumineuses- hotes.




I11-2-1-Les génes nod

Geénes nécessaires a I’initiation et aux premiéres étapes de la formation des
nodosités. Les génes nod ou genes de nodulation, au nombre de 20 a 30, sont localisés
sur des plasmides bactériens géants. Certains sont responsables de la reconnaissance

spécifique de I’infection racinaire et de la nodulation (Dupuy et Nougier, 2005).

Trois genes nod (nodA, nodB, nodC) sont des genes de nodulations communs a
tous les rhizobiums ils codent pour le squelette chitinooligosaccharidique des facteurs
de nodulation (Hopkins, 2003).

Une autre série de génes de spécificité d'héte, nod E, F, G, H, codent pour la
décoration des facteurs Nod (Hopkins, 2003).

111-2-2-Les genes nif

Les bactéries fixatrices d'azote possédent une vingtaine de génes nif qui
contrblent la synthése d'un complexe enzymatique (nitrogénase) responsable de la
réduction de l'azote moléculaire en ammoniac (Dénarié, 2008). lls interviennent

seulement apres la formation du nodule, (Dupuy et Nougier, 2005).

I11-2-3-Les genes fix

Les genes 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 al., 1992 ; Hopkins., 2003).

I11-2-4-Les genes de la plante hote

Ce sont des genes spécifiques qui codent les protéines de types nodulines dont
les unes participent a la formation des nodosités, les autres ne s’expriment qu’apres la
formation du nodule ; c’est le cas du gene de la globine de leghémoglobine ou encore
des enzymes intervenant dans la synthése des phytohormones, des acides aminés et

des acides organiques (Dupuy et Nougier, 2005).
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I- Isolement des bacteries nodulant le fenugrec (Trigonella foenum-graecum L.)

Les nodules ont été obtenus a partir de l'espéce végétal Trigonella foenum-
graecum L. qui a été cultivé dans des conditions climatique et pédologique, Les
échantillons cultivés dans la région Amira Arrese et Ferdjioua wilaya de Mila (43)
(latitude 36°27°N et longitude 6° 15” 52°’E) et Ain Reguada Wilaya de Guelma (24)
(latitude 36°15'0" N et longitude 7°15'0" E) (Cartel).
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Figure 5: Localisation géographique des sites de prélevement.
I-1- Collecte des nodules

Les nodules ont éte collectés a partir des plantes durant la saison de croissance
végeétative lorsque les nodules sont de couleur rouge brun, bien développés et visibles
au niveau des racines et d’une couleur rougeatre qui peut indiquer la présence de la

leghémoglobine.

L'operation effectué selon la méthode de Vincent (1970) et Somasegaran et Hoben
(1994):

- On creuse environ 15cm autour de la plante et 20cm de profondeur pour extraire la

plante et son appareil racinaire.

- On débarrasse soigneusement le sol lié au niveau des racines pour ne pas

endommager les nodules, enfin on place le tout dans un sac en plastique.




- Au laboratoire, les racines sont délicatement lavées a 1’eau courante pour éliminer
toute trace de terre. Les nodules sont détachés a 1-2mm du site d’attache, puis rincées

et séchées par du papier filtre.
I-2- Conservation des nodules

Pour une courte conservation et pour une utilisation immédiate, les nodules
frais sont conservés au réfrigérateur a 4°C jusqu'a 48h (ne jamais les congeler afin

d’éviter la destruction des nodules par les cristaux de glace).

Pour une langue période de stockage allant de 6 a 12 mois, la dessiccation est
vivement recommandée. La méthode utilisée est celle décrit par Vincent., (1970) et
(Somasegaran et Hoben., 1994). Qui consiste a remplir la moitié des flacons stériles
par CaCl, (meilleure absorption de I’humidité). Ensuite mettre une quantité de coton

sur lequel sont déposés les nodules (Figure 6).

Chaque flacon sera identifié par une étiquette portant les informations suivantes:
- le nom latin de la légumineuse (genre et espece),
- le lieu et date de prélévement,
- la date de conservation.
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I-3- Isolement des souches a partir des nodules

Les nodules fraichement lavés sont détachés de la racine a I’aide d’une pince et
utilisés directement alors que ceux qui seront conserves par dessiccation sont
réhydratés durant une nuit au réfrigérateur dans de 1’eau distillée, puis laisses pendant

une heure a température ambiante (Vincent., 1970; Somasegaran et Hoben., 1994).

I-3-1- Stérilisation de nodules

Les nodules intacts sont transférés dans un tube stérile et immergée dans
I’é¢thanol 95° Pendant 5 a 10 secondes, puis transférées rapidement dans
I’hypochlorite de calcium 3% (p/v) pendant 3 minutes. On effectue ensuite un ringage

des nodules 10 fois dans 1’eau distillée stérile.

1-3-2- Isolement des souches

L’isolement est réalisé selon la technique de Vincent (1970).

- Les nodules stériles sont déposés séparément dans une boite de pétri stérile; chacun

est immerg¢ par une goutte d’eau distillée.

- Les nodules sont écrases avec une pince stérile par immersion dans 1’éthanol et

flambage au bec Bunsen.

- A I’aide d’une anse de platine, flambé au bec Bunsen, le jus du nodule est prélevé et
ensemencé sur des boites de pétri contenant les milieux Yeast Mannitol Agar (YMA)

+ rouge Congo et Glucose Peptone Agar (GPA) (Annexel).

L’ensemencement est réalis¢ selon la technique des quatre quadrants de manicre
a isoler des simples colonies (Figure7). Les boites de pétri sont incubées pendant 24 a
72 heures & 28°C.
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Figure 7: Ensemencement par la technique des quatre cadrans (Vincent, 1970)
I1- Caractéres culturaux
11-1- Principaux milieux de culture utilisés:

Plusieurs milieux sont utilisés pour cette premiere étape de la partie
experimentale, dont la composition est exprimée en gramme par litre d’eau distillée
(Annex1).

Les milieux de culture doivent contenir les sources d’énergie nécessaire a la
croissance des bactéries, pour cela nous avons préparé les milieux spécifiques

suivants:

- Milieu liquide: YMB (Yeast Mannitol Broth)

- Milieux solides: YMA (Yeast Mannitol Agar)
YMA + RC (Yeast Mannitol Agar+ Rouge de Congo)
YMA + BTB (Yeast Mannitol Agar + Bromothymol Blue)

GPA + BCP (Glucose Peptone Agar + Bromocresol Pourpre)




I1- 2- Purification des isolats

Apres identification des isolats selon les caractéres morphologiques par culture
sur les différents milieux, des repiquages réguliers jusqu’a 1’obtention des isolats

homogeénes sont nécessaires pour leur purification.

La méthode consiste a ensemencer des tubes contenant le YMB puis incubées a
28°C pendant 24h a 48h. Le bouillant étant trouble, I’ensemencement se fait sur le
milieu  YMA+RC. Des examens microscopiques (coloration de Gram) et

morphologique sont enfin réalisés.
11-3- Examen microscopigue et macroscopique
11-3-1- Coloration de Gram

C’est une coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi
bactérienne et d’utiliser ces propriétés pour les distinguer et les classifier. Son
avantage est de les classer les bactéries en deux grands groupes: bactéries dites

Gram+ et bactéries dites Gram- (Annexe 2).
11-3-2- Examen de la mobilité:

Par une anse de platine contient une suspension bactérienne de 24 heurs faire

une piqdre centrale dans un tube de milieu Mannitol mobilité.
- Incubé a 28°C pendant 24 heures.
11-4- Conservation des isolats:

La technique de conservation utilisée est celle décrite par (Vincent., 1970). Le
milieu YMA (Annexel) additionné de 1 a 3g/L de CaCO3; comme agent neutralisant
de l'acidité, des stries de la souche a conserver sont effectuées sur la surface de la

gélose. La technique permet une conservation de 6 a 12 mois a 4°C (Vincent., 1970).




Tableau 2: isolats et souches de références utilisés.

Code des Souches Plante-hote Origine Source
souches géographique
F Rhizobium Hedysarum Constantine A.Benguedouar
Sullae RHF coronarium Algérie Constantine
102 Mesorhizobium | Cicer Constantine, Dakiche
ciceri arietinum Algérie Constantine
TG1 isolat T.foenum — Guelma, Algérie | Note étude
graecum L.
TG4 isolat T.foenum — Guelma, Algérie | Note étude
graecum L.
T™M1 isolat T.foenum — Mila, Algérie | Note étude
graecum L.
TM2 isolat T.foenum — Mila, Algérie | Note étude
graecum L.
TM3 isolat T.foenum — Mila, Algérie | Note étude
graecum L.
TMA4 isolat T.foenum — Mila, Algérie | Note étude
graecum L.

I11- Caractéres phénotypiques des isolats:
I11-1- Tests nutritionnels
111-1-1- Utilisation des sucres comme seul source de carbone

Les isolats sont cultivés sur le milieu YMB (Annexel) ou I’extrait de levure est
réduit a 0.05g/1 et le mannitol remplacé par ’une des sources de carbone suivants:

Fructose, Galactose, Glucose, Xylose, Sorbitol, Maltose, Mannitol.

- Incubés a 28°C pendant 24 heures puis mesurer la croissance des souches a 600 nm
(aprés avoir fait un balayage du spectrophotometre il a été remarqué que le pic de la
DO était a 600nm).




I11-1-2- Utilisation des acides aminés comme seul source d’azote

Les isolats sont cultivés sur le milieu Defini 8 (gélosé) (Vincent., 1970)
(Annexel) ou le Glutamate de sodium (source d’azote) est remplacé chaque fois de
divers acides aminés: Tyrosine, Leucine, Proline, Thréonine, Isoleucine, Sérine,

Phénylalanine, Méthionine, Tryptophane.
- Incubé a 28°C pendant 24 heures.
I11-1-3- Besoin en vitamines

Les souches sont cultivées sur le milieu TYA (annexel) contenant 1ml/l des

vitamines suivantes : Thiamines HCI; Panthotenate de Ca.

Pour préparer une solution stock en dissolvant 1g de vitamine dans 100ml de
solvant et stérilisée par filtration (filtre 0,20pum) puis rajoutée au milieu stérile
maintenu a 45°C.

- Incubé a 28°C pendant 24 heures.
I11-2- Tests biochimiques (recherche de certains enzymes)
I11-2-1- Réduction des nitrates

La nitrate-réductase est mise en évidence aprés culture sur le milieu liquide
Tryptone Yeast Agar (TYA) (Beringer., 1974) (Annexel) contenant 0,1 % de KNO;3
(p/v) puis incubé a 28°C pendant 4 jours.

La réduction des nitrates en nitrites est recherchée par adjonction successive de
3 a 4 gouttes de chacun des réactifs de la nitrate-réductase nitrate | et nitrate Il. La
réaction positive se manifeste par une coloration rouge ou rose qui traduit la réduction
des nitrates. L’absence de cette coloration nécessite 1’addition d’une pincée de zinc

métallique et I’observation aprés quelques minutes de la teinte obtenue.




111-2-2- Hydrolyse de I’urée

Les souches sont cultivées sur milieu YMA (Annexel), contenant 2% (p/v)

d’urée et 0.012g/1 de rouge de phénol (indicateur de pH).

La solution d’urée est stérilisée par filtration (filtre 0.2pum) et rajoutée au milieu stérile

maintenu a 45°C sous la hotte a flux laminaire puis incubé a 28°C pendant 48heures.

111-2-3- Activité cellulosique

Les souches sont mises en culture sur le milieu YMA (Annexel) contenant
0.25 % (p/v) de Carboxy Methyl Cellulose (CMC) pendant 5 jours. Apres incubation
a 28°C, les colonies issues de ce milieu sont rincées délicatement a 1’eau courante
puis remplies d’une solution de rouge Congo (Img/ml) et incubées pendant 30 mn

dans 1’étuve a 28°C.

La solution colorante est remplacée par une solution de NaCl 1M, les boites

sont laissées a température ambiante pendant 30 min puis vidées de cette solution.

Les colonies apparaissent sur fond rouge, avec un halo jaune orangé mettant en

¢vidence ’activité endoglucanasique.

111-3- Tests physiologiques : (facteur intrinséques)

111-3-1- Tolérance au NaCl

Pour étudier la capacité des isolats a I’osmotolérance, les souches sont cultivées
sur milieu Lactate-aspartate de sodium (Gloux et Le Rudelier, 1989) (Annexel), avec
différentes concentrations de NaCl (0.1%, 1%, 2%, 3%, 5%, 10%) (P/v) (17.1mM,
171mM, 342mM, 513mM, 1710mM).

- Incuber a 28°C pendant 24h.

- Mesurer la DO a 600 nm.




111-3-2- Effet de la température

Dans le but d'estimer les températures maximales et optimales de croissance, les
isolats sont mis en culture sur milieu TYA et incubés a différentes températures: 4°C,
28°C, 37°C, 44°C.

111-3-3- Effet du pH

On va ensemencer des bouillons YMB ajustés a des différents pH :
(3,4,55,6.8, 8, 10).

- La DO est mesuré apres 24heures d’incubation a 28°C.
I11-4- Résistance aux métaux lourds et aux antibiotiques
I11-4-1- Métaux lourds

Pour déterminé la concentration minimale inhibitrice en cultivant les différents
isolats sur milieu TYA contenant différentes concentrations de métaux lourds
suivants: chlorure de mercure (HgCly), chlorure de zinc (ZnCly), Sulfate de cuivre (I1)
(CuSQ,), le plomb Pb (CH3COO) ; et sulfure de cadmium (Cds) de 0.5 a 3000ug/mi
de TYA.

- L’incubation se fait pendant 3 a 7jours a 28°C.
111-4-2- Antibiotiques

La résistance aux antibiotiques a ét¢ fréquemment utilisée dans 1’¢tude des

Rhizobium, comme un moyen d’identification (Beck et al., 1993).

La méthode utilisée est celle de dilution en milieu gelosé utilisant des stocks de

solutions d’antibiotique rajoutées au milieu TYA refroidi a 45°C.

Pour préparer une solution stock en dissolvant 1g d’antibiotique dans 100ml de

solvant correspondant qui est stérilisée par filtration (filtre 0.22um).




Les antibiotiques utilisés sont: Erythromycine, Chloramphénicol, Carbénicilline,

Kanamycineet Acide nalidixique. Avec des concentrations de 0.5 a 500ug/ml

- L’incubation varie de 1 a 7 jours selon 1’antibiotique a 28°C.

Tableau 3: les solvants des antibiotiques utilisés

Antibiotiques Solvants
Erythromycine Ethanol 95%
Chloramphénicol Ethanol 95%
Carbeénicilline Eau distillée

Kanamycine Eau distillée
Acide nalidixique NaOH

I11-5- Détermination des profils protéiques par SDS-PAGE

Le protocole expérimental est basé sur des techniques décrites par Laemmli
(1970).

Une aliquote de 100l de chaque culture bactérienne, en phase de croissance
exponentielle en milieu YMB (annexel), est centrifugée a une vitesse de 7000
tours/min pendant 15 min a 4°C et le culot mis en suspension dans 50 pl de tampon
de lyse.

Préparation des plagues de gel

- Monter les plaques dans le couleur.

- Couler le gel de séparation (Annexel) et recouvrir d'eau + butanol
- Retirer I'eau + alcool et couler le gel de concentration (Annexel)
- Placer rapidement les peignes

- Laisser polymériser, démonter et retirer les peignes




- Placer 1 ou 2 plaques dans l'appareil a électrophorése et remplir avec le
tampon de migration (Annexel).

- Ajouter le SDS et p- mercaptoéthanol, la solution est portée a I'étuve a 60°
pendant 30 min pour une dénaturation compléte des protéines. Ce traitement
est nécessaire pour la rupture des ponts disulfure. Ensuite 40 pl de chaque

souche est coulé dans chacun des puits du dispositif électrophorétique.

Apres migration, le gel est mis dans une solution de coloration contenant le bleu

de comassie et I'acide trichloracétique 60% pendant une nuit sous une faible agitation.

Enfin le gel est décoloré dans I'eau distillé sous faible agitation jusqu' a

I'apparition des bandes polypeptidiques.




CHAPITRE O3

REesuttaT ET Discussion

_ _—




La caractérisation phénotypique traditionnelle est toujours admise comme étape
primordiale pour l'identification et la séparation des bactéries nouvellement isolées.
Elle constitue chez rhizobiums les mieux étudies, la base de la description formelle de
taxon, depuis les espéces et les sous especes jusqu' aux genres et familles (Vandamme
et al., 1996).

I- Caractéres culturaux

Les colonies des isolats TM1, TM2, TG1, TG4, TM3, TM4 sur le milieu YMA
ont des formes circulaires, un contour régulier, la taille varie de 0.5 a 10 mm, une
surface bombée et une consistance visqueuse, texture homogeéne lisse et brillant

(Figure 8-a).

La croissance sur le milieu YMA+Rouge de Congo est détectable aprés 24 a 48
heurs; donne des colonies lisses, visqueuses qui absorbent peu ou pas le rouge de
Congo, de taille qui varie de 1& 3mm apres 48 heurs d'incubation de forme ronde et
bombée (Figure 8-b).

En général les rhizobia produisent des colonies blanches ou absorbent
faiblement le rouge de Congo. Malgré que ce dernier soit souvent rajouté aux milieux
de culture pour assurer I'isolement des rhizobia ou tester la purification des cultures
rhizobiales, il ne peut pas étre consideré comme un agent sélectif pour distinguer les

rhizobia des autres bactéries.

Sur le milieu GPA, le développement des bactéries se fait sans acidification du

milieu apres 24 heures.

Sur le milieu YMA + bleu de bromothymol on observe un virage de couleur du
vert vers le jaune pour les isolats TG1, TG4, TM1, TM3, TM4 et aussi la souche de
référence F apres 24 heures mais la souche de référence 102 et l'isolat TM2 aprées 48
heures. Ce virage de couleur signifie une acidification de milieu ce qui prouve que les

isolats ont une croissance rapide (Beck et al., 1993).

Le bleu de bromothymol est un indicateur coloré qui permet de mettre en
¢vidence une réaction acide ou basique dans une gamme de pH qui s’étend de 6 a 7,6.

Une réaction acide se traduit par le changement de la coloration du BTB vers le jaune.




Par contre une réaction alcaline se traduit par le renforcement de la coloration bleu (El
Hilali., 2006) (Figure 8-c).

I-1- Examen microscopique

L'examen microscopique des cellules bactériennes va permettre de visualiser
des bactéries de forme batonnet a extrémité arrondies, Gram négatif et de différentes
tailles (Figure 8-d).

I-2- Mobilité des souches

Le milieu Mannitol mobilité confirme la mobilité de nos souches isolées a partir
des nodules de la plante Trigonilla foenum-graecum L. avec une acidification du

milieu (Figure 8-e).




(a) (b)
Croissance sur YMA-+RC a0.25% Croissance sur YMA

(c) (d)
Acidification du milieu Coloration de Gram
YMA+BTB

(€)

Résultat de Mannitol-mobilité

Figure 8-: Caractéres culturaux et microscopiques des souches isolées.




I1- Caractérisation phénotypique des bactéries
I1-1- Tests nutritionnels
I1-1-1- Source de carbone

L'évolution de la croissance observée aprés 24 heures d'incubation révele que
nos souches (isolats et souches de références) ont assimilé les substances carbonées

testées de maniére variable.

Une bonne croissance observée pour tous les souches surtout l'isolat TM2 qui
a une excellente croissance avec tous les sucres, les isolats TM1, TM4 et souches de
références F, 102 assimilent bien le Mannitol, Galactose, Glucose, Maltose alors que

le Maltose est moins assimilé par la souche TG1 (Figure 9).

Le Mannitol est le sucre le mieux assimilé par tous les isolats aussi que les souches de

références.

Les souches de références et les souches isolées peuvent utiliser une large
gamme d'hydrates de carbone ces résultats sont en accord avec les travaux de Struffi
et al.,(1998) et Chabbi(2010) qui a indiqué la capacité des isolats et souches de
références a utiliser plusieurs substances carbonés comme seul source de carbone et

n'exige pas uniquement le mannitol.




Source de carbone
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Figure 9: Utilisation des sucres comme source de carbone par toutes les
souches.
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Figure 10: Utilisation des sucres comme source de carbone par tous les isolats.
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Figure 11: Utilisation des sucres comme source de carbone par les souches

références.

11-1-2- Source de d'azote

La croissance des souches sur le milieu défini 8 est variable selon la source

d'azote et I'acide aminé additionné.

On a observé une excellente croissance des isolats et souches de références en
présence de Glutamate de sodium et la Proline, le Phénylalanine pour les souches

TM3, TM4 et Isoleucine, Tyrosine, Serine pour la souche TG4.

Les souches TG1, TG4, TM1, TM2 ne peuvent pas pousser en présence de
Tryptophane et Phénylalanine (Tableau4).

Donc on peut dire que nos isolats peuvent utiliser divers acides aminés
comme source d'azote mais utilisent préférentiellement le Glutamate de sodium et la
Proline. Ces résultats sont en concordance avec ceux de Squatrini et al., (2002) dans
la description du Rhizobium sullae, que le glutamate, la valine, la proline, I'isoleusine,

I'arginine et I'asparagine sont tous utilisés comme source d'azote.




Tableau 4: Utilisation des acides aminés comme source d'azote.
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F +++ | +++ | * + + + - + + +
102 | ++ + - + + + + ++ + -
TGL | ++ ++ - + + + + ++ - -
TG4 | +++ | +++ |- +++ | +++ | * + + +++ | -
TM1 | +++ | + - + + + + + * -
TM2 | ++ + - + + + + + ++ -
TM3 | +++ | +++ | ++ - + - + - - +
TM4 | ++ ++ ++ - + - + - + +

Forte croissance+++  Moyenne croissance + Faible croissance +

11-1-3- Besoin en vitamines

Les deux vitamines testées ont été utilisées par la majorité des souches
(Tableaub).

Werner (1992) démontre que le besoin en vitamines chez les rhizobia est tres variable
et qu’en général la croissance du Bradyrhizobium est stimulée par la biotine et celle
de Rhizobium par la thiamine et la pantothénate. Les autres vitamines ne sont pas

exigées pour la croissance des rhizobia.




Tableau 5: Résultat des vitamines.

F 102 | TG1 | TG4 |TM1 |TM2 | TM3 | TM4
Thiamine-HCI ++ |+ +++ |+ ++ ++ + +++
Pentothénate-ca + + |+ ++ ++ + ++

Forte croissance+++

Moyenne croissance +

11-2- Tests biochimique (recherche de certains enzymes)

11-2-1- Réduction de nitrate

Faible croissance +

L'apparition de la couleur rouge ou rose apres addition de 2 a 3 gouttes des

réactifs | et Il du nitrate réductase indique la réduction des nitrates en nitrites par les

isolats TG4, TM2, TM4 et la souche de référence F ce qui signifie qu'elles possédent

I'enzyme nitrate réductase. La réduction des nitrates ou des nitrites constitue des

caracteres taxonomiques importants (Joffin et al., 2006).

La réduction des nitrates se fait selon la réaction suivante:

3 Nitrate réductase

o2 Dénitrification

NO 2+ 2H" +2e - Nitrate réductase SNO?2 + H,0

La réaction peut étre rendu négative pour les souchesTG1l, TM1, TM3 par la

réduction des nitrates formés; il faut donc controler dans le cas de l'absence de

coloration s'il

les réduit et entraine une coloration rose.

reste des nitrates en ajoutant au milieu un peu de poudre de zinc qui




11-2-2 Hydrolyse de I'urée

Ce test permet de mettre en évidence la capacité des bactéries d'hydrolyser

I'urée grace a l'uréase.

Apreés l'incubation des boites pendant 48 heures nous avons observé qu'il y a
eu virage de couleur vers le rose pour les isolats TM1, TM3, TM4 et la souche de
référence F cela traduit par une alcalinisation du milieu suite a I'hydrolyse de l'urée et

la libération des ions d'ammonium (Figure 12-a) comme I'équation suivante:

CoO (NHz)z + H,O0 =— CO,+ 2NH; .
Urée ammoniac

Donc nos souches ont I'enzyme d'uréase. Par contre les isolats TG1, TG4, TM2
acidifier le milieu et donne un virage du couleur de rouge vers le jaune (Uréase -)
(Figure 12-b).

L’uréalyse est une propriété trés répandue dans le monde bactérien et se
traduit par la libération de I’ammonium qui a une importance trés répandu dans le

monde agricole (Mobly, 1992).

L'aptitude a hydrolyser l'urée et a réduire le nitrate est une caractéristique
écologiquement importante dont il faut tenir compte pour la sélection d'une souche
particuliére. En fait, un exces de nitrate dans le sol peut exercer un effet inhibiteur sur
I'adsorption des rhizobia sur la surface des racines (Sherwood et al., 1984) ainsi que
sur leur capacité infective et effective (Davidson et Robson, 1986; Arreseigor et al.,
1997).

11-2-3 Activité cellulolytique

Ce test permet de mettre en évidence la capacité des bactéries a décomposer la

cellulose.

Nous observons un halo jaune orange autour des colonies des isolats TM1,

TM3, TM4 et les souches de références F et 102, donc mettant en évidence 1’activité




d’un endoglucanase (Figure 12-c). Par contre les isolats TG1l, TG4, TM2 ne

possédent pas un enzyme de cellulase (Figure 12-d).

Les hémicellulose et surtout la cellulose sont des constituants majeurs des
cellules veégétales (Davet., 1996), la démonstration de la présence de la cellulase et de
I’hémicellulase en plus de pectinase chez les Rhizobia suppose que ces derniere
s’infectent la plante 1égumineuse en hydrolysant la paroi des cellules racinaires dans

le site d'infection (Martinez-Molina., 1979).




(b): Test d'uréase négatif (-)

[ (e): Test de Nitrate réductase. ]

Figure 12: Résultat des testes biochimiques




11-3-Tests physiologiques
11-3-1 Tolérance au NaCl

Nous avons observé une bonne croissance a des concentrations de NaCl
variant de 0.1% a 3% aprés 24 heures d'incubation et une faible croissance a la

concentration 10% de NaCl pour tous les isolats et souches références ( Figure 13).

Les résultats obtenus montrent une variabilité relative de tolérance vis-vis de

la salinité chez les souches étudiées dans ce travail (Chabbi., 2010).

La salinité diminue la survie des rhizobia et inhibe I'expansion et la courbure
des poils absorbants ainsi que la fixation des rhizobia sur les poils semble étre
sensible au stress salin, ce qui entraine une réduction du nombre de ces organes
symbiotiques (Saadallah et al., 2001; Benkhaled., 2003) et également affecte le
processus de nodulation on retardant l'initiation ou la croissance de nouveau nodule

ainsi que la fixation symbiotique de I'azote (Roe et al., 2002).

Miller et Wood (1996) ont rapporté que le Rhizobium est une bactérie sensible
a la salinité surtout durant le processus de symbiose, mais il peut tolérer des
concentrations élevées; il est doté d'un mécanisme d'adaptation qui le rend capable de

surmonter l'effet de stress salin.
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Figure 13 : Effet du NaCl sur la croissance de toutes les souches étudiées
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Figure 14: Effet du NaCl sur la croissance des isolats
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11-3-2- Effet du pH

La majorité des souches sont capable de pousser entre une gamme de pH
allant de 3 a 10 avec un optimum de croissance situant entre pH 5 et 6.

Figure 15: Effet du NaCl sur la croissance des souches réferences




Kicuk et Kivang (2008) ont trouvé que les souches qui nodule la Iégumineuse

Cicer arietinum L. sont capable de vivre aux variations du pH de 3a 9.

Les isolats TM3, TG4 et la souche de référence 102 possedent une tres bonne

croissance a différents pH allant du pH 4 jusqu’a pH 6,8 (Figurel6).

Les mécanismes possibles comprennent la réglementation de pH
cytoplasmique sont: 1’exclusion et / ou l'extrusion des protons, la production des
exopolysaccharides et les changements d'hydrophobicité de la membrane plasmique.
Dans plusieurs bactéries, comme R. leguminosarum bv Trifolii ces mécanismes ont
été décrits comme étant une réponse adaptative au pH du milieu (Correa et Barneix.,
1997). Donc, la sélection des souches de rhizobium plus tolérante au faible pH permet

d'améliorer la tolérance des légumineuses a l'acidité (Correa et Barneix., 1997).

Effet du pH
1
0.9
0.8 A A —F
0.7 % <D 102
0.6 7@ =TG4
8 05 A \( — TG1
0.4 ™1
0.3 =—TM2
0.2 T™'"2
0.1 ——— ™'4
0
3 4 5.5 6.8 8 10

Figure 16: Effet du pH sur la croissance de toutes les souches étudiées.
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Figure 17: Effet du pH sur la croissance des isolats.
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Figure 18: Effet du pH sur la croissance des souches références.




11-3-3- Effet de la température

La plupart des souches sont capables de croitre a une température allant de 4°C (les
isolats TM 3, TM4, TG4 et la référence F) jusqu’a 45°C (pour les isolats TM1, TM2,
TG1 et la référence F) avec un optimum de croissance entre 28°C et 37°C (Tableau
6).

Ces résultats sont correspondants a celui indiqué pour les rhizobia par Jordan
(1984).

La meilleure température d’incubation correspond a 28°C en donnant une trés
bonne croissance pour tous les isolats. Plus de 45°C il n y a aucune croissance. Ces
résultats sont ont accord avec ceux de Zahran (1999) qui indiqué une grand variabilité

de la thermo-tolérance rapporté chez les diverses espéces et souches de rhizobia.

Les souches résistantes aux températures tres élevées n’ont pas une bonne
capacité pour la fixation de 1’azote atmosphérique et que cette thermorésistance est
probablement liée a la capacité des bactéries a survivre dans des périodes chaudes
(Rézénen., 2002).

Tableau 6: Croissance des isolats et souches de référence a différent tempeérature.

4 C 28'C 37 ¢C 44° C
F +(3j) ++ ++ +(3))
102 - +(2j) + -
TG1 - ++ ++ ++
TG4 +(3j) + - -
™1 - ++ ++ (+2j)
TM2 - ++ ++ +
TM3 +(3)) ++ ++ -
TM4 +(4j) ++ ; -




I1-4- Résistance aux métaux lourds et aux antibiotiques
I1-4-1- Résistance aux métaux lourds

Les souches tolerent les métaux lourds a des concentrations différentes. La
concentration minimale inhibitrice est différente selon les souches et les métaux

lourds.

La majorité des souches tolérent la présence du Pb(CH3COO-), et la concentration

minimale inhibitrice est observée a des concentration importantes.

Toutes les souches résistantes a la présence des concentrations 100 et200
ug/ml de CdCl,, 200 et 500 pug/ml de CuSO,, La sensibilité des souches apparait avec
le HgCl, et elle est différente selon les souches. la concentration inhibitrice supérieur
a 20pg/ml pour les souches TM3 et TM4 et inferieur de 20ug/ml pour les souches
TG1, TG4, TM1, TM2 et les références F et 102 (Tableau 7).

Des mécanismes de résistance aux métaux lourds tels que la biominéralisation,
la séquestration, ou la conversion enzymatique différent des véritables résistances aux
métaux lourds qui sont eux liés a la présence de genes portés par des éléments
génétiques mobiles tells que les plasmides. Ceux-ci portent des déterminants de
résistance qui assurent l'extrusion des métaux (CDF «Cation Diffusion Facilitator»,
RND «Resistance-Nodulation-Cell Division », ATPases de type P) (Monchy, 2007).




Tableau 7: Concentration minimale inhibitrices (CMI) de différents métaux lourds

Pb(CH3COO-), | CddeS | CuSO, | znCI2 HgCI2
F >2000 300 1000 500 >20
102 >2000 300 1000 500 >20
TGL >2000 300 1000 500 >20
TG4 >2000 300 1000 500 >20
T™M1 >2000 300 1000 500 >20
T™M2 >2000 300 1000 500 >20
T™3 >2000 300 1000 500 <20
TM4 2000 300 1000 500 <20

11-4-2- Résistance aux antibiotiques

Nous avons utilisé la méthode de dilution pour déterminer les concentrations
minimales inhibitrices des antibiotiques (ug/ml). Cette méthode consiste a mettre un

inoculum bactérien au contact des concentrations croissantes d'antibiotiques.

Tous les isolats et souches de références résistent a I'érythromycine et a l'acide
nalixidique, les concentrations inhibitrices diminuent avec Chloramphénicol et
deviennent minimes en présence de Kanamycine pour les isolats TG1, TG4, TM2
(Tableaus).

La résistance aux antibiotiques est fréeqguemment utilisée dans les études
rhizobiales en tant que moyen d’identification des souches et est considérée comme
un bon trait pour comparer les différentes souches (Beck et al.,1993). Les résultats
obtenus par Maatallah et al. (2002) montrent que les souches sont résistantes aux

kanamycine, érythromycine et a I’acide nalidixique.

Sur le plan biochimique, les bactéries ont développé des mécanismes
d’acquisition de la résistance:

- Laproduction d’une enzyme qui va détoxifier I’antibiotique.




- L’imperméabilité, notamment par diminution du diamétre des porines (pores
au niveau de la membrane externe) chez les bacilles a Gram négatif.
- L’efflux des antibiotiques a I’extérieur de la cellule pardes pompes énergie

dépendantes (Courvalin., 2008).

Tableau 8: Concentration minimale inhibitrice(CMI) de différents antibiotiques

> < ) = c

< s 3 o 2 8 <

>e2 |22 |85 k. |§

w 'S O < c O c Y o
F >500 >300 >500 >500 300
102 >500 300 >500 >500 <100
TG1 >500 300 >500 <100 <100
TG4 >500 300 >500 >500 <100
TM1 >500 300 >500 >500 >500
TM2 300 300 >500 300 <100
TM3 >500 300 >500 >500 >500
TM4 >500 300 >500 >500 <500




(a) :Résistance des isolats aux (b): sensibilité des isolats aux
antibiotiques antibiotiques

(c): Résistance des isolats aux (d): sensibilité des isolats aux
Meétaux lourds Métaux lourds

Figure 19: Résultats de la resistance et la sensibilité aux métaux lourds et

Antibiotique.




11-5- Etablissement un dendrogramme a partir des testes phénotypiques

Nous avons réalisé le dendrogramme par logiciel STATISTICA 6 apres avoir les

résultats des testes phénotypiques des souches étudiées (Figure20).

Dendrogramme

2,0

19

1,8

1,7

Dissimilarité

16

157t

1,4t

1,3
TG1 TG2 TM3 ™1
TM2 T™4 TG1 F

Figure 20: dendrogramme des souches étudiées.

Une classification de nos isolats par rapport a la souche de référence F ressort du
dendrogramme en deux clades: Clade 1 regroupe les isolats TM2, TG2, TM4, TM3,
TG1, TM1 avec la souche de référence F; Clade2 qui contienne la souche TGL.




I11-Détermination des profils protéiques par SDS-PAGE
I11-1-Coefficient de similitude:

Selon la méthode de Jana et al. (1992) le Coefficient de similitude permet de
déterminer le degré de ressemblance entre les profils protéiques des différentes
souches. Ce coefficient est calculé par la formule suivente: nombre de bande

communes entre les 2 souches /nombre total de bande) x100.

Cs = Ns/ (Ns + Nd) X 100

Avec:
Ns : nombre de bandes communes entre les 2 souches.
Nd: nombre de bandes differentes.

Tableau 8: Coefficient de similitude entre les isolats et la souche référence.

TM1 TM2 TM3 TM4 102
TM1 001 56.6 47.16 39.62 52.83
T™M2 56.6 100 77.35 45.28 86.79
T™M3 47.16 77.35 100 37.73 62.26
TM4 39.62 45.28 37.73 100 52.85
102 52.83 86.79 62.26 52.85 100




TM1 TM2 TM3 ™4 102

Figure 21: profil protéique des différentes souches




111-2-Etablissement du dendrogramme

La realisation de dendrogramme se fait par le logiciel STATISTICA 6 apres avoir
mesuré la distance de migration de chaque bande protéique pour toutes les souches

étudiées (Figure 22).

Dendrogramme

5,0

48
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4,4t

4,2

Dissimilarité
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34F

3,2

™4 102 ™3 ™2 T™M1

Figure 22: Dendrogramme des souches étudiées.

Une classification de nos isolats par rapport a la souche référence 102 ressort
du dendrogramme en trois clades: Clade 1 contient deux sous clades: sous cladel
regroupe les isolats TM2, TM3; sous clade2 regroupe les isolats TM2, TM3 avec la
souche de référence 102; Clade 2 regroupe les souches TM2, TM3, 102 et I'isolat
TM4; Clade3 regroupe les isolats TM1, TM2, TM3, TM4 et la souche référence 102.

L'analyse du profil protéique obtenu (Figure 21) représente un

polymorphisme entre nos isolats de Trigonella foenum- graecum L. et la souche de




référence 102 ce qui traduit une similitude ente eux. A souliger que nos souches

étudiées ont une identité proche de la souche de référence 102.




e

CONCLUSION

-




L'association symbiotique fixatrice d’azote sont trés diversifiées et sont résponsables
de prés de la moitié de la fixation biologique d’azote moléculaire de globe ; les plus
connues et les mieux étudiées sont établies entre des bactéries du sol de type rhizobia
et des plante de la famille des légumineuses, et en limitant les engrais azoté qui sont

couteux et polluants.

Dans notre étude nous avons mis en évidence le contenu nodulaire de type de
Iégumineuse de l'espece Trigonella foenum-graecum L. Prélevées a partir de deux

régions de I’Est Algérien, de type cultivée de la wilaya de Mila et Guelma.

Nous avons isolé 14 souches et testé 6 souches, toutes les souches ont une
croissance rapide sur le milieu YMA additionné de bleu de bromothymol, une faible
absorption de rouge de Congo, la morphologie microscopique révele des batonnets

Gram négatif et mobiles sur le milieu de Mannitol mobilité.

Les souches testées peuvent pousser dans un large intervalle de température
compris entre 4°C et 44 °C avec une température optimale de croissance entre 28°C et

37 °C, qui confirment une grande variabilité de la thermo-tolérance.

Toutes les souches sont osmotolérentes pouvant pousser dans une
concentration allée jusqu'a 10% 1710Mm de NaCl. Les souches sont capables
également de pousser sur une large gamme de pH allant de 3a 10 avec un pH

optimum de croissance entre 5 et 6.

Nos résultats des tests phénotypiques ont une ressemblance entre nos souches
testés avec une identité rapprochée a la souche de référence F (Rhizobium sullae)
RHF.

La détermination de la concentration minimale inhibitrice de cing métaux
lourds et cing antibiotiques, permet de conclure que nos isolats tolérent le plomb

(Pb (CH3COO-) ,) et sulfate de cuivre (CuSO4) avec des concentrations importantes.

Aussi que toutes les souches résistent les antibiotiques testés a des concentrations

élevées.

Le profil protéique a révélé un polymorphisme entre les isolas et la souche de

référence 102 (Mesorhizobium ciceri).




Au terme de ce mémoire, nous avons obtenu des informations qui pourront

étre utilisée comme référence dans ultérieurs travaux :

- I’exploitation de la grande tolérance des souches aux différents stress
environnementaux (osmotolérance, thermotolérance et croitre dans un large intervalle
de pH).

- P’exploitation de la grande résistance des souches aux métaux lourds et aux

antibiotiques.

- La détermination du statut taxonomique des souches de Trigonella foenum-graecum
L. étudiées et d’autre especes endémiques algérienne par d’autres techniques
moléculaires, en 1’occurrence le séquengage du géne de I’ADNr 16S. L’hybridation
ADN/ADN pourra préciser si ces souches constituent une nouvelle espece parmi les

rhizobia ou parmi un tout autre genre des protéobactéries.
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Annexe 1
Milieux de culture et solutions utilisés

Composition de milieu YMB (Yeast Mannitol Broth) en g/l (Vincent,

1970)

Mannitol 10.00

K;HPO, 0.50

MgSO,7H20 0.20

NaCl 0.10

Extrait de levure 0.50

Eau distillée 1000ml

pH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.
Composition de milieu YMB (Yeast Mannitol Agar) en g/l (Vincent, 1970)

YMB 1000ml

Agar 18

pH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20minutes
Composition de milieu YMA + Rouge Congo en g/l

YMB 1000ml

Solution stock de rouge Congo 10ml

Agar 18

pH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes

Apres ajustement de pH on ajoute 10ml de rouge Congo (0.25g rouge Congo dans
100ml

d’eau distillée), puis on ajoute I’agar.

Composition de milieu YMA + bleu de bromothymol en g/l

YMB 1000ml
Solution stock de bleu de bromothymo  15ml
Agar 15

pH 6.8




Autoclavage 120°C pendant 20minutes

Aprés ajustement de pH on ajoute 10ml de bleu de bromothymol (0.5g BTB dans

100mld’éthanol), puis on ajoute 1’agar.

Composition de milieu GPA (Glucose Peptone Agar) + pourpre de

bromocrésol

(/1) (Vincent., 1970).
Glucose 10
Peptone 5

Solution stock de pourpre de bromocrésol 10ml
Eau distillée 2000ml

Agar 18
pH 6.8
Autoclavage 120°C pendant 20 minutes

Ajouter du pourpre de bromocrésol (1g BCP dans 100ml d’éthanol), aprés stérilisation

etrefroidissement du milieu.

Composition de milieu TYA (Tryptone Yeast Agar) en g/l (Beringer,

1974)

Tryptone )

Extrait de levure 3

CaCl,H,0 0.87

Eau distillée 1000ml

Agar 18

pH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.

Composition de milieu Défini 8 en g/l (Vincent, 1970)

KH,PO, 0.3
Na,HPO, 0.3
MgSO. 0.21

CaCl, 0.21




Glutamate-Na 1

Mannitol 1

Solution stock vitamines Iml

Oligoéléments iml

pH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.

Solution stock vitamines (mg/l)

Acide nicotinique 100
Thiamine 100
Panthotenate-Ca 100

Dissoudre dans un tampon Na;HPO,4 (0.05M); pH 7.

La stérilisation de la solution stock vitamines par filtration (0.22um).

Solution oligoéléments (mg/l)

H3BO3 50
FeSO,7H,0 35
CuSO45H,0 8

MnSQO4,4H,0 40
ZnSO47H,0 16

La stérilisation de la solution oligoélémentsest effectuée par autoclavage.

Composition de milieu lactate-aspartate de sodium (Gloux et Le Rudelier,
1989).
Solution A (g/l)

KH,PO,4 0.3
NaHPO, 0.3
MgSO,47H,0 0.1
CaCl,2H,0 0.05
Eau distillée 1000ml

Solution B (mg/l)




H3BOs
ZnS0O,
CuSO,
MnCl,4H,0
FeCl36H,0

Eau distillée

Biotine
Acide aspatique
Acide lactique

Eau distillée

Préparation de milieu:

- Prendre 100ml de la solution A.

- Mélanger avec 20ml de la solution B ensuite compléter a 1000ml.

10

0.5
0.1
1000ml

29
100mg
0.74mg
1000ml

- Additionner I’acide lactique et 1’acide aspartique.

- AjusterlepHa?7.

- Autoclaver 2120°C pendant 20 minutes.

La biotine est stérilisée par filtration et additionnée au milieu.

On ajoute dans chaque cas la concentration sélectionnée de NaCl.

Différent materiel du SDS-PAGE (Laemmli, 1970)

Tampon de lyse

Tris

Glycérol

SDS

B- Mercaptoéthanol
Bleu de Bromophénol
Eau distillee
Solutions stocks
Solution d’acrylamide
Acrylamide

Bis acrylamide

25mM
192mM
2.5%
2.5%
5mg
200ml

30% 60g
0.8% 1.6g




H,O QSP 200 ml

Tampon resolving: Tris- HCI 3M pH 8.8

Tris 3M 72.79
SDS 0.8% 1.69

DD 0.8 mi
H,O QSP 200 ml

Adjuster a pH 8.8 avec HCI.
Tampon stacking: Tris-HCI 0.5M pH 6.8

Tris 0.5M 12.29
SDS 0.4% 0.8g
MCE 0.2% 400l
H,O QSP 200 ml

Adjuster a pH 6.8 avec HCI.
Preparation des gels

Gel de separation (resolving gel) a 12%

Solution d’acrylamide 10.4 ml
Tompon resolving 3.14ml
Tetramethylénediamine (TEMED) 12.5ul
H,O QSP 2 5ml
Gel de concentration (stacking gel) a 7.5%

Solution d’acrylamide 5ml
Tampon stacking 5ml
TEMED 20ul
H.O QSP 20 ml

Juste avant de couler chaque gel ajouter du persulfate d'ammonium
(ammonium peroxodisulfate) 15%.

Préparer 0.15g de persulfate dans 1ml d’eau distillée et ajouter au:
Resolving gel 140ul
Stacking gel 200pul.
Tampon de migration pH 8.3

Tris 0.025M 1.06g

Glycine 0.192M 5.04g




SDS 0.1%

MCE 0.05%

H,O QSP

Solution de coloration

Solution mére (bleu de Comassie et de methanol)
Acide tricholacétique (TCA) 60%

Eau distillée QSP

0.35¢
175pl
350 ml

25ml
40ml
200ml




Annexe 2

Coloration de Gram

Fait a partir des cultures sur YMA on prépare des lames bien étalées en couche mince,

séchée et fixée. Puis coloré selon les étapes suivantes:

- Couvrir la lame de violet de Gentiane pendant une minute

- Chasser le violet avec du Lugol et ensuite couvrir la lame avec le Lugol pendant
30 secondes.

- Décolorer au mélange alcool-acétone (v/v) jusqu’a la décoloration totale du
frottis.

- Laver a I’eau de robinet courante.

- Couvrir la lame d’une solution de Fushine pendant 1minute.

- Laver a ’eau, séché la lame et observer a immersion.




