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Résumé

Ce travail a été réalisé afin de mettre en évidence les bactéries qui ont été isolée a
partir des nodules racinaires de la plante Iégumineuse Trigonella gladiata Stev., dans la

région de I'Est algérien wilaya de Khenchela.

La caractérisation de 08 souches isolées porte sur une étude morphologique suivie
d'une caractérisation phénotypique qui regroupe les tests biochimiques et physiologiques ont
été réalisées, et des souches de référence de Rhizobium tels que Rhizobium sullae

sp.nov.RHAB, Rhizobium sullae RHF ont été utilisées pour la comparaison.

Sur la base des caracteres étudiés, les isolats portes les mémes caractéres

phénotypique des (BNL).

Mots clés: Trigonella, caractérisation, phénotypique, BNL, nodules.



Abstract

This work has been realized in order to highlighting the bacteria wich isolated from

the nodules of the plant the genus Trigonella gladiata Stev. In East Algeria area Khenchela.

The characterization of 08 strains isolated consist of a morphological study followed
by a phenotypical characterization which groups the biochemical and physiological tests,
were performed, reference strains of rhizobia such as Rhizobium sullae sp. nov. RHAGS,

Rhizobium sullae RHF were used for comparison.

On the basis of studied characters, strains get the same phenotypic Characters of (BNL).

Key words: Trigonella ,phenotypical, characterization,Rhizobia.
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introduction



I ntroduction:

Les Iégumineuses sont des plantes herbacées, estes, des lianes ou des arbres a
racines présentant souvent des nodosités traduisandymbiose avec les bactéries fixatrices

d'azote.

En 1838, Boussingault mit en évidence l'aptitude fgumineuses a utiliser I'azote
atmosphérique, et en 1888, les chimistes allembiaisiegel et Wilfarth ont démontré que
cette aptitude est liée au développement des neduwligant l'infection des racines par des

microorganismes du sol (Brewin, 2002).

Les bactéries nodulant les Iégumineuses (B.N.Lmprenant notamment les especes
du genreRhizobium sont des bactéries du sol, a Gram négatif, quiumet signification
scientifique et agronomique profondes dues a lapeacité d'établir une relation symbiotique
dans la fixation d'azote avec les légumineusese cetation est d’'une importance majeure
pour l'entretien de la fertilité du sol (Somasegaet Hoben, 1994). Pour cette raison et en
tenant compte de l'importance des légumineuses ldattnsommation animale et humaine,
une certaine attention est donnée a I'écologie Bdé.L. (habitats, effet des facteurs

extrinseques et intrinseques, nutrition, ... (Ibeleteol, 1995)

La légumineuseTfigonella gladiata Stev), comme d'autres légumineuses, est une
bonne source de protéines alimentaires pour laoccomstion de 'hnomme et les animaux.
Depuis I'Antiquité, les Grecs (et les Romains)tl'anilisé comme fourrage médical, d'épices
et de bétail. Ces graines sont utilisées commeraatigaune, dans les cosmétiques et a des

fins médicinales, et sont largement utilisées cenam engrais vert (Singdt al., 2008).

La symbioseRhizobiunvlégumineuse est un processus indispensable aataepbour
acquérir 'azote sous une forme réduite, mais aasshizobium pour obtenir les nutriments

nécessaires a leur développement. (R&veh, 2000).

Dans l'objectif d'étudier les bactéries associ@gsnadules des racines des espéces de
legumineuses du geniirigonella (particulierementlrigonella gladiata Stev), nous avons

effectué des travaux.




Ces derniers sont réalisés selon le plan suivant :

- isolement des bactéries a partir des nodules,

- étude morphologique et microscopique des isolats,

- une étude comparative entre les isolats et lesh&s témoins par une caractérisation
phénotypique qui comporte une série de tests :

- recherche des enzymes spécifique (nitrate réslectaéase, cellulase),

- effet des facteurs abiotiques (pH, T°, NaCl),







I- Fixation biologique d’azote

La fixation biologique de Pest une activité microbienne aussi importante peur
maintien de la vie sur le globe terrestre que latgéynthése. Les organismes assimilateurs de
N, sont des eubactéries et archaebactéries procarggparties dans plus de 100 genres ;
certaines fixent l'azote en vivant a I'état librdautres le font au cours d’'une symbiose
(Pelmont, 2005).

La quantité totale d’azote fixée par les bactélilaes représente environ 50 millions
de tonnes chaque année (Davet, 1996). Ces bacpaiegent étre aérobied\otobactey,
anaérobieslostridiun), aérobies facultativeKlebsiellg, des cyanobactérieriabaena et
méme des méthanogénddethanosarcinp Elles peuvent habiter les sédiments marins ainsi
que ceux d’eau douce, les sols, les surfaces Udtefeet les écorces, ainsi que le tube digestif

de divers animaux (Hopkins, 2003 ; Pelmont, 2005).

La fixation d’'azote par les bactéries symbiotiquetsoduit chaque année dans les
cycles biologiques 120 millions de tonnes, soitspliw double de I'apport dG aux bactéries
libres (Davet, 1996). Dans les associations synthies, la plante représente I'hote, et le
partenaire bactérien le symbiote. La forme la plusnue d’association symbiotique provoque
la formation sur la racine (ou parfois sur la tiggg la plante hoéte, des structures
multicellulaires hypertrophiques nommeées nodulesopiihs, 2003). L’association
symbiotique entre une plante et la bactérie a @nééciproque donne lieu a une fixation
d’azote. La plante fournit les conditions anaérslaeles éléments nutritifs & la bactérie qui,

en retour, fixe I'azote qui intégrera les protéinégétales (Tortorat al, 2003).

Dans les nodules des non-léegumineuses, le symbkgitaine bactérie filamenteuse
(Frankia) qui fait partie du groupe des actinomyceétes. l@titmombre des associations
symbiotiques qui ne provoque pas la formation delules ont été étudiés, comme

I'association de la plant&ézollaavec la cyanobactérfenabaengHopikins, 2003).

II- La symbiose
[I- 1- Définition et historique

C’est les botanistes qui sont les premiers a awisren évidence I'importance de la
symbiose en biologie. C'est a eux que lI'on doit remieres preuves desfeds de la

symbiose sur la morphologie et la physiologie degawmismes. L'allemand Albert Frank




(1839-1900) utilisa le premier, en 1885, le termreesgmbiose (qui signifie “vivre ensemble”
en grec) (Trappe, 2005). Un an plus tard, un autre allem#&mdon de Bary (1831-1888),
découvrit que la structure du lichen émergeaitagsbciation symbiotique. La définition de
la symbiose selon Anton de Bary est : “La symbieskl’association permanente entre deux
organismes ou plus d’espéces distinctes, au mandant une partie de leur cycle de vie”
(Ludovic, 2009).

[ll- Les légumineuses:

Les légumineuses (Fabacées) constituent la tnogsiesuperfamille par ordre
d’'importance chez les angiospermes. Elles comprermias de 750 genres et 17000 a 20000
especes de formes et types de croissance tressifla®i(Doyle, 1994; de Ladjudiet al.,
1998; Dommerguest al.,1999; Doyle et Luckow 2003).

Sur la base de leurs caractéristiques floralessptganistes s'entendent a regrouper
ces especes en trois sous-familles (Doyle, 1994 ad@udieet al.,1998; Dommerguest al.,
1999; Doyle et Luckow 2003).

La sous-famille des Mimosoideae, comprend env @90 especes regroupées dans
guelques 77 genres (Cannon, 2008).

La sous-famille des Caesalpinoideae, considérdaneola plus primitive, regroupe
environ 4200 espéces dans quelques 162 genresr(S2®@b6; Cannon, 2008)

La sous-famille Papilionoideae, d'une évolutionsptécente, comprend quelques
14.000 espéces aux fleurs irréegulieregroupées dans environ 476 genres (Leatisl.,
2003).

De nombreux taxons de la famille des léguminessed capables de former des
associations symbiotiques avec des bactéries ifiratid’azote atmosphérique de la famille
des rhizobiaceae. La proportion de ces taxons dariee sous- famille a une autre, elle est de
90% pour les Mimosoideae, 20% pour les Caesalpaeictt 97% pour les Papilionoideae
(Merabet, 2007).




[ll- 1-La plante hote Trigonella L.

Calice a 5 dents inégales ou subégales. Pétates.liL0 étamines diadelphes (9-1) ou
completement monadelphes (la vexillaire soudée aures par son milieu); filets plus ou
moins épaissis au sommet. Ovaire pluriovulé, a es/dur 2 rangs. Gousse linéaire ou
oblongue, déhiscente ou non, rostrée. Plantes tébaa feuilles trifoliolées, a folioles

denticulées. Deux stipules. Annuelles. (Quizelaits, 1962)
[ll- 1-1- T.gladiata Stev.

Fleurs solitaires ou rarement géminées, sessildsisselle des feuilles.Gousses
longuement apiculées, plus ou moins arquées Gdéaisgee de 2-4 cm, brusquement rétrécie
en bec de 1-2 crffigure 1). Graines fortement tuberculées. Fleurs blanchatie$8-10 mm
de long. Plante plus ou moins prostrée, velue-tiesspen particulier sur la gousse, haute de 5-
15 cm au plus (Quizel et Santa, 1962)

Figure 1: Trigonella gladiataStev.(mai 2016)




a- Classification
Regne:plantae

Phylum: magnoliphyta
Classe:magnoliopsida

Ordre: Fabale

Famille: Fabaceae

Genre: Trigonella
Espece:Trigonella gladiataStev.

b- Utilisation du fenugrec

Le fenugrec est utilisé depuis de longues datas b pays arabes. Dans le Maghreb
il est utilisé dans le traitement des plaies, tiées, acné, déshydratation, anémie, bronchite,
rhumatismes, maux d’estomac, hypertension artériaibnstipation soit sous forme de
décoctions, soit sous forme de graines réduitedaenes et mélangées avec le miel.
(Rahmani.Met al 2015).

Il est aussi reconnu pour combattre et réduirehiste de cheveux. Cette plante est
également consommeée comme fortifiante par les fesrapees 'accouchement. Les graines
ont des propriétés nutritives importantes et déststhypocholesté- rolémiants, elles sont
traditionnellement utilisées comme stimulant depétit et pour la prise de poids (Mekkiou
R, 2005; Salhi S, Fadli M, Zidane &t al2010).

En Chine, le fenugrec sous forme d'ovules estsétilians le traitement des cancers du col de
l'utérus. (Chevahier A, 2001)

c- Phytochimie de la plante

Les graines contiennent des protides, une huilberien acides gras insaturés et en
phytostérols, des glucides, des saponosides siuei] des alcaloides dont la trigonelline,
une huile essentielle responsable de I'odeur dpldate, du mucilage, des glucides, des
vitamines (A, B1 et C), du phosphore, du chromduwetalcium (Billaud C, Adrian J, 2001 ;
Skalli S, 2006 ).




d- Recherches réalisées

Des expérimentations entreprises sur des animaixdémontré que le fenugrec
retarde I'évolution du cancer du foie, stimuledestractions de l'utérus et agit sur le diabéte.
(Chevabhier , 2001).

[ll- 2- Les bactéries nodulants les légumineuses [RB.)
[ll- 2-1- Généralités sur les rhizobia

La biodiversité microbienne constitue une resseumaturelle énorme pour
I'hnumanité. Les Rhizobiums sont des bactéries dweamables d'induire des nodules sur les
racines ou les tiges de légumineuses et assuréixddon de l'azote atmosphérique a
l'intérieur de ces organes. En contre partie dixddion d’azote, les rhizobiums obtiennent un
approvisionnement stable de carbone dérivés depas#n de la photosynthése. (Longfei
Zhaoet al, 2010).

I1l- 2-2- Classification actuelle des rhizobuims

La classification des rhizobiums a été passéaipathangement substantiel au cours
des dernieres années en raison de l'ajout de ptasgenres et especes de ce groupe de

bactéries importantes.

Des études .Récentes ont montrées l'existencee djumnde diversité parmi les
bactéries fixatrices d'azote isolé a partir deédihts Iégumes. Actuellement, plus de 98
especes appartenant a 14 genres-derotéobactéries et 3- protéobactéries ont ététeec

comme rhizobiums.

Des genresRhizobium, Mesorhizobium, EnsifganciennementSinorhizobiuny
Bradyrhizobium, Phyllobacterium, Microvirga, Azarbbium, Ochrobactrum,
Methylobacterium, Devosia, ShinellaqClasse di- protéobactéries), Burkholderia,
Cupriavidus (anciennementRalstonig (classe de B-protéobactéries) et certains y-

protéobactéries, forment I'ensemble des bactépiesl@es les symbiotes de Iégumineuses.

Il'y a certainement beaucoup a découvrir, puisspildement 23% des légumineuses
connues ont été identifiées spécifiquement pouelktion symbiotique a jour. La découverte
de nouveaux symbiotes associés a des léguminesiseg@ssaire pour avoir un apercu en

profondeur dans la taxonomie du rhizobiums.(Beretd@kri-Benbrahim, 2014).




Tableau 1 :classification actuelle des rhizobiums (Berradgikti-Benbrahim ,2014(Weir,

B.S , 2016).

Genre espéce

Classe: Alphaproteobacteria

Ordre: Rhizobiales
Famille: Rhizobiaceae
Genre: Rhizobium

R. leguminosaru
Symbiovarvicias
Symbiovartrifolii
Symbiovarphasec

R. galega

Symbiovarofficinali

Symbiovarorientali
. tropic

R. leucaene

R. tropic

. endopyticurr

. phaseo

. fabas

. etl

Symbiovarmimose
Symbiovarphasec
. undicoli
. gallicun
Symbiovarphasec
Symbiovargallicun

R. giardinii
Symbiovarphasec
Symbiovargiardini

000 Py

00

. hainanens

. huautlens

. mongolens

. yanglingens

. larrymoore

. indigofera

. sulla

. loessen:

. cellulosilyticur
R.miluonens

R. multihospitiur

AOVOVO0VOO00

R. mesosinicu
. alami

. alkalisol

. tibeticun

. tubonens

. halophytocol
. radiobacte

. rhizogene

. rub

A0V 00000

Source d’isolement

Pisum, Viciae, Lens, Lathyr
Trifolium pratens

Phaseolus vulgar

Galega, Leucaer

Galegaorientali

Galegaofficinali:

Phaseolus, Medicago, Macroptilie!

Phaseolus vulgar

Phaseolu

Vicia fabe

Phaseolus

Mimosa affini:

Phaseolu

Neptunianatar

Phaseolus vulgar
Phaseolus vulgas
Phaseolus vulgar
Phaseolus vulgar

Phaseolu

Phaseolus vulgar
Desmodiumsinuatum,  Centrose
etc

Sesbania herbac
Medicagruthenica, Phaseol
Amphicarpae

Ficus benjamin
Indigoferaspy

Hedysarur

Astrgalus, Lespede

Populus alb.

Lespedez

Plusieurs espéces de léguminel
Oryzaalte

Pisumsativur

Albizia, Kummerowia Dalberg
Arabidopsisthalian
Caraganaintermedi
Trigonella archiduci-nicolai
Oxytropisglabre

usine de dunes cbtiel

*

*
*




R. vitis *
R. nepotur *

Actuellement, il y'en a 49 especes du genre rhaz@dti11 pas du genre rhizobia).
Rhizobium en Nouvelle-Zélande Weir, B.S. (2016)

Genre: Ensifer

E. melilot Medicago, Melilotus, Trigonel
E. fredii
Symbiovarfredi Glycine, Vigna, @janus
Symbiovarsiens Glycine
Acacia, Prosopis, Neptun
E. sahelens Leucaen
E. teranga les plantes hotes différen
Symbiovaracacia Acacie
symbiovar sesban Sesbani
E. medica Medicago truncatula, Melilott
E. arboris Acacia, Prospis
E. kostiens Acacia, Prosopi

E. xingianense (Formerl Glycine ma
Sinorhizobiumxingianens

E. adhaerer

E. kummerowie Kummerowia stipulacei
E. americanut Acacie

E.mexicanu Acacia angustissin
E.numidicu Medicago sativ

Il ya actuellement 17 especes de genre de bad@@nicEnsifer est en
Nouvelle-Zéland«Weir, B.S. (201¢€

Genre: Shinelle o
S. kummerowiz Kummerowia stipulace

Le genre Shinelle contien actuellemer uneseule espéc rhizobia Weir, B.S. (201€

Famille: Phyllobacteriaceae

Genre: Mesorhizobiunr
Lotus, Cicer, Anthyllis, Astragall

M. loti etc

M. huakui Astragalus sinict

M. ciceri Cicer arietinun

M. tianshanens Glycyrrhiza pallidiflora

M. mediterraneul Cicer arietinun

M. plurifarium Acacia, Chamaecrista, Leucae
Prosopis

M. amorpha Amorpha fruticos

M. chacoens Prosopis alb.

M. septentrional Astragalus adsurge

M. temperatur Astragalus adsurge

M. thiogangeticur *

M. albiziae Albzia kalkor:

M. caragana Caraganaspy

M. gobiens Wild legume:

M. tarimens Wild legume:

M. australicun Biserrula pelecinu

M. opportunistur Biserrula pelecinu

M. metalliduran Anthyllis vulnerarii

M. alhag Alhagi




M. camelthorr Alhagi sparsifolia
Difféerents arbres agroforestiers
M. abyssinica [égumineuse
M. muleiense Cicer arietinum
Difféerents arbres agroforestiers
M. hawassen: légumineuse
M. gingsheng Astragalus sinictL
M. robiniae Robinia pseudoacac
Difféerents arbres agroforestiers
M. shonens [égumineuse
M. shangrilens Caragana espe!
M. silamurunens Astragalus espé
M. tamadayens Anagyris latifoli¢, Lotus berthelot

Actuellement il ya 21e espéces du genre rhizobid doe (1) non rhizobia. L
genre mesorhizobium en Nouvelle-Zélande Weir, 816)

Genre: Phyllobacterium
P. trifolii Trifolium pratens

Le genre phyllobacterium contient actuellementtespeces de rhizobia. Le
phyllobacterium en Nouvelle-Zélande. Weir, B.S.1@)

Family: Methylobacteriaceae

Genre: Methylobacterium
M. nodulan Crotalaria spp

Le genreMethylobacteriur contient une seule especes e rhizobia,l
Methylobacterium en Nouvelle-Zélande. Weir, B.1@)

Genre: Microvirga

M. lupini Lupinusp
M. lotononidit hote Iégumineuse Differe
M. zambiens hote Iégumineuse Differe

Le genreMicrovirga contient actuellement trois especes de rhizMicrovirga
en nouvelle zélande. Weir, B.S. (2016)

Famille: Brucedllaceae

Genre: Ochrobactrum
Ochrobactrumcyti Cytisut
Ochrobactrumlupir Lupinusalbu

Le genre Ochrobacterium contient actuellement dspeces de rhizobia. Le
Ochrobacterium en Nouve-Zéland«. Weir, B.S. (201¢

Famille: Hyphomicrobiaceae

Genre: Azorhizobium
A. caulinodan Sesbania rostra
A. dobereineree Sesbania virgal
A. oxalatiphilun

Le genreAzorhizobiur se compos actuellemer de 2 espéce Weir, B.S. (201¢

Genre: Devosii .
Devosianeptunie Neptunianatar

Le genre Devosia ctient actuellement une seule espece rhizobia @t
qui n'est pas une espeéece rhizobia potentiellervéair, B.S. (2016)




Famille: Bradyrhizobiaceae

Genre: Bradyrhizobium
. japonicur

. elkani

. liaoningense:

. yuanmingen:

. beta

. canariens

. irlomotens

. jicamax

. lablab

. huanghuaihaien:
. cytis

. dagingens

. denitrifican:

. oligotrophicur

. pachyrhiz

Co00 Cu0o0otoCotototototodo oo

Il ya actuellement 9 espéces du genre rhizobia glo@t(1) non rhizobia. Le gen
Bradyrhizobium en Nouvelle-Zélande. Weir, B.S. (@01

Classe: Beta Proeobacteria
Ordre: Burkholderiales
Famille: Burkholderiaceae
Genre: Burkholderia

. caribensis
. cepacii

. tuberun

. phymatur

. hodos

. Sabia

. mimosarur

. rhizoxinic:

. diazotrophic
. endoungorun
. helei:

. symbiotic

WOWWWImWm W™

Le genre Burkholderia contient actuellement sephbre: nommés Rhizobia ¢
d'autres Burkholderia sp.Burkholderia en Nouvelkarde. Weir, B.S. (2016)

Genre : Cupriavidus
C. taiwanensi

Ce genre la contient actuellement une seule eshexbia. Weir, B.S. (2016)

Class; Gamma-Proteobacteria
Ordre: Pseudomonadales

Famille: Pseudomonaceae
Pseumonassp

Glycine max, Glycine sc

Glycine ma
Glycine ma
Lespede:z
Beteevulgaris
Genisteae et Lote
Entada koshunen:
Pachyrhizus erosi
Lablab purpureu
Glycine ma
Cytisus villosu
Glycine ma
Aeschynomen

Pachyrhizus erosi

Vertisol microaggregates

Alysicarpus glumace!
Aspalatus carnos
Machaerium lunatui

Mimosa bimucronata,

scabrell

Mimosa caesalpiniifoli
Mimosaspp

Rhizopus microspor:
Mimosaspp

Rhizopus microspor:
Eleocharis dulci
Mimosaspp

Aspalatus carnos
Mimosasg.

Robinia pseudoacac

Mimo

* Des especes avec une capacité de formation ddewdon décrites sont inclues de fagon

traditionnelle comme la bactérie du genre rhizobia.




IV- Etablissement de la symbiose rhizobienne

L'établissement de la symbiose entre rhizobidaeplante légumineuses est un
phénomene complexe. L'interaction symbiotique eleisebactéries rhizobia et les plantes de
la famille des Légumineuses se traduit par la foilonad'organes spécifiques, appelés nodules
ou nodoisités, ou les bactéries sous leur form&réificiees, Fixent et réduisent l'azote

moléculaire en ammoniac (Peetal, 2004).

IV- 1- Mécanismes et spécificité de la reconnaisses symbiotique

Le processus de fixation biologique de I'azotepeétédé par la formation de nodules
ou nodosités. En terme général, les nodules soneseiltat d’infection des racines par les
bactéries. Le processus est appelé nodulationraeegsus d’'infestation des racines par les
Rhizobiumest connu sous le nom de l'infection. (Patriatal, 2004) .

IV- 1-1- Préinfection

Le processus de nodulation commence par un éclinggnaux entre la plante hote
et la bactérie (Patriarczet al, 2004). En condition de carence en ions ammonNhiy{), la
bactérie et la plante mettent en place un systéene«dlialogue» basé sur un échange de
molécules chimiques (Perst al, 2004). Les plantes produisent des flavonoidedéentes
signales) au niveau de leurs racines (Patriatca, 2004). Ce signal, une fois percu par le
rhizobium, induit I'expression de genesd codant pour les enzymes de synthese de facteurs
Nod (lipochitinooligosaccharides ou LCO) (Dénaf@00). L'interaction est spécifique: une
souche bactérienne n'attaque pas n'importe quédietgy et inversement la plante ne se laisse

pas envahir par n’importe quelle souche bactéadrelmont, 1995).
V- 1-2- Infection

L’infection consiste en la pénétration d&hizobium en différents points du systeme
racinaire (Hopkins, 1999). Les bactéries s’attatharx racines par l'intermédiaire d’'une
molécule d’adhésion spécifique, la rhicadhésineallsée a la surface des cellules de
Rhizobia, la rhicadhésine est une protéine quidiealcium. Des lectines sont également

impliquées dans I'adhésion mais elles participeninadegré moindre que la rhicadhésine




(Perryet al, 2004). La bactérie doit traverser la paroi dediule hote de fagon a entrer dans
I'espace situé entre la paroi et le plasmalemmepkihs, 2003). L'infection a lieu par les
jeunes poils absorbants de la racine (Duhetpal, 2004). Certains des poils absorbants
infectés se courbent et forment une « crosse dgebera I'intérieur de laquelle les bactéries
se multiplient. C'est également a cet endroit cugpdroi du poil absorbant est lysée puis
s’invagine pour former un cordon d’infection (Dulxcet al, 2004).

IV- 1-3- Développement du nodule et libération debactéries

Le stade final du processus infectieux est atteirstque les bactéries sont déversées
dans la cellule hote (Hopkiret al, 2003).

La division bactérienne rapide entraine la forovatl’'un nodule (Perrgt al, 2004).

La formation du nodule consiste en un relachemest ihizobiums a partir des
cordons d'infection a l'intérieur des cellules icafes suivi de la division et la différenciation
des rhizobiumen cellules fixatrices d'azote reconnues sous e @ bactéroides (Machrafi,
2001).

La majorité de la population bactérienne se transfoen bactéroides de forme
branchée, sphérigue ou en massue. Une membrankagiérbidienne enveloppe ces
bactéroides (Permt al, 2004).

Le nombre de nodules et leur masse sont contfidéda plante en fonction des
conditions environnementales et de son état progigpie (Duhoux, 2004).

entrapped in  thread
root hair growth

Deveioping nodule with Root with ma::re infected
ramifying infection thread  nodule that contains bacteria

Nature Reviews | Molecular Coll Biology

Figure 2: Processus de la nodulation (Giesal, 2004)
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V- Génétique de la nodulation

Les génes qui participent aux interactions sgtidues sont généralement localisés
dans un grand plasmide chez les especes de rhmaskdtidans le chromosome des souches
deBradyrhizobium(Ravenet al., 2000).

De nombreux genes bactériens interviennent damodulation de la plante (génes
nod) et dans le fonctionnement du nodule avec tougéees impliqués dans la fixation de
I'azote (génewif etfix) (Werner, 1992). Les génesd sont regroupés dans la méme région,
au contraire les genesf et les genefix sont regroupés dans 5 régions distinctes (Crossman,
2004).

V- 1- Genesnod
Les genesod ou genes de nodulation, au nombre de 20 a 30,|lsoalisés sur des
plasmides bactériens géants. Certains sont redpessde la reconnaissance spécifique de

I'infection racinaire et de la nodulation (DupuyMugier, 2005).

V- 2- Génesnif

Les génesif ou genes de la nitrogénase, également découvartesyplasmides
bactériens sont impliqués dans la synthése destittmmgs de la nitrogénase et dans la
fixation d’azote. Ils interviennent seulement ageeformation du nodule, bien gu'’ils existent

déja dans le rhizobium libre, ils sont au nombr@@éDupuy et Nougier, 2005).

V- 3- Génedfix

Les genedix N, O, Q, P codent pour le cytochrome oxyd#ige;, H, I, S codent pour
la pompe cationiqudix A, B, C, X codent une flavoprotéine, une fonctians le transport

des électrons a la nitrogénase (Crossman, 2004).

V- 4- Génes de la plante héte

Ce sont des génes spécifiques qui codent lesipestde types nodulines dont les unes
participent a la formation des nodosités, les autre s’expriment qu’apres la formation du

nodule ; c’est le cas du gene de la globine deéegiglobine ou encore des enzymes




intervenant dans la synthése des phytohormonesaidss aminés et des acides organiques
(Dupuy et Nougier, 2005).

Ces nodulines sont codées par des ganddocalisés dans le génome de la plante
hote (Hopkins, 2003),







I- Isolement des bactéries nodulant le Fenugred(igonella gladiata Stev.)

Les nodules ont été obtenus a partir des racinés planteTrigonella gladiata Stev.
Située dans la région de Trachet commune d’el Malflagtude 35.15502°N et longitude
7.28839°E) wilaya de Khenchela.

Figure 3 : Localisation géographique de la zone de prélévement

[-1- Collecte des nodules

La sélection et I'échantillonnage des nodules du# réalisé durant une période bien
précise, ou la plante est en pleine activité gtolte est effectuée au printemps durant le mois
de Mars et Avril quand la terre est séche, a qatégode de I'année les nodules sont bien
développés et sont visibles au niveau des racilsesont d’'une couleur rougeétre, et peuvent

indiquer la présence de la leghémoglobine et ktifix active de 'azote.

La collecte est réalisée selon les techniques pig@es par Vincent (1970) et
Somasegaran (Hoben 1994). Il s'agit de creuser@mi5 cm autour de la plante et 20cm
dans le sol pour extraire la plante et son appeaeihaire. Manuellement, se débarrasser de la
terre au niveau des racines sans toutefois endoeregnodules.

Couper les racines et les mettre dans des sacslastigpe et les transporter

immédiatement au laboratoire.




Au laboratoire, les racines sont délicatement lax#Eeau, puis a lI'aide d’'un couteau.
les nodules sont détachés 1 a 2mm du site d’attachén séchés avec du papier filtre avant

leur conservation.

I-2- Conservation des nodules

Les nodules séchés au papier filtre sont mis imatéaient dans le réfrigérateur a 4°C
jusqu’a 48h pour un usage immeédiat. Pour une lomgmservation allant de 6 a 12 mois, il
est recommandé d'utiliser un dessiccateur quieshlorure de Calcium (CaCl2) (Vincent,
1970).Qui consiste a remplir la moitié des flacmas du CaGCl (meilleure absorption de
I’humidité). Ensuite mettre une quantité de cotonlsquel sont déposés les nodules.

Sur chaque flacon sont mentionnés le nom de lagléndate et le lieu de collecte, et la date

de conservatioffigure 4)

Bouchon

— Modules

Coton

- Caq,

Figure 4: Conservation des nodules (Vincent, 1970).

I-3- Isolement des souches a partir des nodules :

Les différentes étapes d’isolement d@szobium sont celles décrites par Vincent
(1970), Somasegaran et Hoben (1994).

Les nodules fraichement lavés sont utilisésctiment, alors que celles conservés par
dessiccation sont réhydratées en les placant datisall pendant 24heurs au réfrigérateur a
4°C, puis pendant 1h a température ambiante.




[-3-1- Stérilisation de nodules

La stérilisation s’effectue sous la hotte a flumiaaire (Kottermann) selon les étapes
suivantes :

Les nodules intacts sont immergés dans I'étharisfl pgndant 5 & 10 secondes, puis
avec de I'hypochlorite de Na 3% (NaClO 3%) pendaninutes.

En suite les nodules sont rincés 10 fois dans emuldistillée stérile et sont laissés

gonfler aprés le f0*®rincage.

I-3-2- Ecrasement des nodules

Les nodules stériles sont écrasés individoelle dans une goutte d’eau distillée
stérile dans une boite de Pétri stérile.
On effectue un ensemencement du noduiler esur les milieux YMA + rouge Congo et

GPA + Pourpre de bromocrésol.

Ensuite les nodules sont écrasés avec une glié@cdksée par immersion dans I'éthanol

et flambage au bec Bunsen.

I-3-3- Isolement des souches

Apres I'écrasement et I'obtention d’'un jus troubl&.l'aide d’'une anse de platine, le
jus de nodule est étalé sur boite de Pétri contemarmilieu spécifique, le milieu YMA
(Vincent, 1970) additionné de rouge Congnsemencement est réalisé selon la technique
des quatre cadrans (figure 5) de maniére a avair addonies isolées et donc faciles a
caractériser. Les mémes nodules sont ensemencéseuroite de milieu Glucose Peptone
Agar additionné de pourpre de bromocrésol (GPA @B Les boites sont incubées a 28°C.
Pendant 48 a 72 heures.

Toute cette manipulation doit étre effectuée sasabnditions microbiologiquement

controlés, sur des milieux stériles a proximitéoda Bunsen, sous une hotte a flux laminaire.
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TECHNIQUE I’ISOLEMENT PAR
LA METHODE DES CADRANS

Figure 5 : Ensemencement par la technique des cadrans

[I- Caractéres culturaux
[I-1- Principaux milieux de culture utilisés :
Plusieurs milieux sont utilisés pour cette premiétape de la partie expérimentale,

dont la composition est exprimée en gramme par diteau distillée(Annex1).

Les milieux de culture doivent contenir les sourd@&mnergie nécessaire a la croissance
des bactéries ; pour cela nous avons préparé lesirmspécifiques suivants:
- Milieu liquide : YMB (Yeast Manitol Broth)
- Milieux solides : YMA (Yeast Manitol Agar)
YMA + RC (Yeast Marithgar + Rouge congo)
YMA + BTB (Yeast MaaitAgar + Bromothymol Blue)
GPA + BCP (Glucose teep Agar +Bromocrésol Pourpre)
L’autoclavage des milieux se fait a 120°C pendé@ntrihutes.




I1-2- Purification des isolats

Apres identification des isolats selon les caragénorphologiques par culture sur les
différents milieux (Vincent, 1970 ; SomasegararHeben, 1994); des repiquages réguliers
jusqu’a I'obtention des isolats homogénes sontsegises pour leur purification.

La méthode consiste a ensemencer des tubes conkervaviB puis les placer dans un
bain-marie agitateur de 120 tours/ min a 28°C. aeiltant étant trouble, 'ensemencement se
fait sur le milieu YMA+RC. Des examens microscomgu(coloration de Gram) et

morphologique sont enfin réalisés.

[I-3-Teste de la vitesse de croissance

Les bactéries nodulant les Iégumineuses, en phetides rhizobia, présentent deux
types de croissance : les bactéries a croissantz (lgenreBradyrhizobium) et les bactéries a
croissance rapide (genrdghizobium, Mesorhizobium, Snorhizobium, ...). Pour cela on

cultive nos isolats et les souches de réféerencesiau YMA + bleu de bromothymol.

[I-4- Examens microscopiques
a- Coloration de Gram

C’est une coloration qui permet de mettre enéwdeles propriétés de la paroi
bactérienne, et d’utiliser ces propriétés poudistnguer et les classifier. Son avantage est de
les classer les bactéries en deux grands groupastéries dites Gram + et bactéries dites

Gram -(Annexe 2)
I1-5- Conservation des souches

Avant de conserver les souches, elles sont enséagans des tubes contenant 9m|
de bouillon YMB dans le but d’enrichir la culturenmant 24h dans un bain-marie avec
agitation a une température de 30°C.

Il existe plusieurs techniques de conservatiomsD#otre travail, deux méthodes sont
utilisées :

La conservation se fait sur milieu YMA tamponnéadu CaC@ (3g/l) (Annexe 1)
comme agent neutralisant de I'acidité. L’ensemerergrse fait en tube incliné et les souches
sont incubées a 30°C pendant 3 jours puis conseuéeefrigérateur a 4°C. Cette méthode
permet une conservation de 6 a 12 mois (VincemyL9

la conservation sur YMA additionné 30% (v/v) dgagirol.




Les souches bactériennes sont cultivées dans bles ttEppendorf en un temps de 24 a48h

d’incubation a 30°C, puis mises en conservatiorr poe longue durée dans un congélateur a

-20°C

Tableau 2: les souches utilisées dans cette étude

Code de Nom de la souche Plante hote Origine Source

la souche géographique

Tl Isolat Trigonella Khenchela Notre étude
Algerie

T2 Isolat Trigonella Khenchela Notre étude
Algerie

T3 Isolat Trigonella Khenchela Notre étude
Algerie

T4 Isolat Trigonella Khenchela Notre étude
Algerie

N1 Isolat Trigonella Khenchela Notre étude
Algerie

N2 Isolat Trigonella Khenchela Notre étude
Algerie

N3 Isolat Trigonella Khenchela Notre étude
Algerie

N4 Isolat Trigonella Khenchela Notre étude
Algerie

A6 Rhizobium sullae | H.coronarium Constantine A.Benguedouar

sp.nov.RHAG Algerie -Constanine
F R.sullae RHF H.coronarium Pise,ltalie S.Casella-Pise




[lI- Caractérisation phénotypique des isolats
[1I-1- Tests biochimiques (recherche de certains eaymes)

I1I-1-1- Réduction des nitrates

Les souches sont cultivées sur le bouillon TY coate 0.1% de KN@ (p/v), et
incubées pendant 4 jours a 28°C ; aprés incubatiohajouté 3a4 goutte des réactifs | et Il.

Aprés addition des réactifs | et Il, s’il y a un@laration rouge, les souches ont une
nitrate réductase+ ; si non, on rajoute de la pouldr zinc et on note la couleur (la couleur
rouge signifie la non réduction des nitrates, atprain milieu incolore indique que le stade

nitrate est dépassé, donc la souche a le nitrdtetase).

[1I-1-1- Hydrolyse de l'urée

Pour mettre en évidence la présence d’'une uréasésdlats et souches témoins sont
cultivées sur le milieu YMA contenant 2% (p/v) dderet 0,012 g de rouge de phénol comme
indicateur de pH a 30°C pendant 48 heures. Laisalud’urée est stérilisée par filtration
(filtre 0,20um) et rajoutée au milieu stérile maintenu a 45°€réaction positive est indiquée

par la présence de colonies alcalinisant ou aaidifie milieu.
[11-1-2- Activité cellulolytique

Les souches sont mises en culture sur milieu YMAtemant 0.25% de CMC
(Carboxy Methyl Cellulose) pendant 5jours. Apresuimation a 30°C, les boites sont rincées
délicatement a I'eau courante puis remplies d'uoleiti®n de rouge Congo (1mg/ml) et
incubées pendant 30 mn a 30°C. La solution de r@ayeyo est remplacée par une solution
de NaCl 1 M ; les boites sont laissées 30mn a teaty@ ambiante puis vidées. Un halo

jaune orangé entoure les colonies qui montrenpuésence de I'enzyme.

[1I-2- Tests physiologiques : (facteur intrinseque}p
[1I-2-1-Tolérance au NacCl

Pour tester la tolérance de nos isolats et lesh&su de références au NaCl a
différentes concentrations nous avons utilisé lkemiTY avec différentes concentrations de
NaCl (1%, 2%, 3%, 5%, 10%)(p/v). (85.5mM, 171mM268¥M, 513mM, 1710mM).




Les différents milieux sont incubés a 28°C a I'é@upendant 24h, puis on mesure la
DO a 600nm.

[1I-2-2- Effet de la température

Dans le but d’étudier les températures maximadesoptimale de croissance, les isolats sont
mis en culture sur milieu YMA et incubés a difféentempératures : 4°C, 28°C, 37°C, 45°C.

[11-2-3- Effet du pH
On prépare des bouillons YMB ajustés a des diftérphl (1, 4, 6.8, 8, 10).

La DO est mesuré aprés 24h d’incubation a 28°C.
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Introduction

La caractérisation phénotypique traditionnelle &sijours admise comme étape
primordiale pour [lidentification et la séparatiodes bactéries nouvellement isolées
(Vandamme efal., 1996). La caractérisation phénotypique des Rivzsle base sur des
criteres morphologiques, symbiotiques, biochimiguels physiologiques (Graharg al.,
1991). Les criteres morphologiques regroupent &aatéristiques de la cellule bactérienne
(forme, nombre et type de flagelles, colorationGtam) et les caractéristiques de la colonie
(couleur, dimension, forme, et taille). Les criget@ochimiques évaluent la présence et/ou
I'activité de diverses enzymes et de composés dalmksmes. Les criteres physiologiques
regroupent la résistance a la température etéaatote au pH

Parmi les méthodes d’identification du geRezobium, nous nous sommes baseés sur
celles préconisées par Vincent (1970), Betcd (1993) et Somasegaran et Hoben (1994).

|- Caractere culturaux

Au départ, I'isolement et la purification des sl nous a permis d’obtenir 11
souches qui répondent aux criteres @bszobium (Gram -, forme de batonnets et non
absorbance du rouge Congo). Parmi lesquelles @teat®nné 8 souches pour cette étude
afin d'éviter les répétitions, et on les a comparéc 2 souches témoirighizobium sullae sp.
nov. RHAG (A6), Rhizobium sullae RHF (F).

I-1- Croissance sur milieu YMA+rouge Congo

La croissance dans le milieu YMA figure pares critéres phénotypiques les plus

importants dans la caractérisation des Rhizobiadgfit, 1970).

La mise en culture du broyat nodulaire silreon YMA + rouge Congo a donné au
bout de 24 a 48h, des colonies absorbant tres geaulge Congdfigure 6), seules les

colonies ne I'absorbant pas sont prises en corsidérdans les manipulations ultérieures.




Figure 6colonie issue d’'un isolement sur milieu YMA+RC

[-2- Sur Le milieu GPA+BPC

Ce milieu est utilisé pour le contréle de la purds isolats. Tous les isolats ainsi que
les souches de référence n’entrainent aucun virerdencouleur du milieu aprés 24h
d’'incubation comme peuvent le faire certains corrtamts notamment les bactéries a Gram
positif (Becket al., 1993 ; Somasegaran et Hoben,19%igure 7).

Figure 7 Croissance des bactéries sur milieu GPA
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[-3- Aspect macroscopique sur milieu YMA

Sur le milieu YMA, la croissance apparait au boat2d a 48h sous forme de petites
colonies de 2 a 5mm de diamétre, circulaires aasag lisses et contours réguliers, brillantes,
convexes, de texture homogene et de couleur bltnech@&reméFigure 8).

Cette description est valable pour la grande mtajaieés colonies, et ceci correspond a

la description des rhizobia par Jordan (1984).

Figure 8croissances de lisolat sur milieu YMA

I-4- Croissance sur milieu YMA+ BTB (vitesse de crigsance)

Pratiquement tous nos isolats modifient le pH siliemYMA+BTB apres 72 heures
d’incubation sauf la souche T2, et cela s’est pitoplar acidification totale du milieu dans

les boitegFigure 9). Ce qui indique que nos souches présentent uissante rapide.

Les souches a croissance rapide sont considérgenedes bactéries acidifiantes qui
virent la coloration verte du BTB vers le jaune ttainement aux souches a croissance lente
qui sont considérées comme des bactéries alcaltesaui virent la couleur verte du BTB
vers le bleu ( Jordan, 1984 ; Beekal., 1993).

Mennaet al (2006) ont rapporté que les souches testéé&dhidebium, Snorhizobium
et Mesorhizobium ont pu acidifier le milieu YMA, alors que les stwes deBradyrhizobium

ont toutes donné des réactions alcalines.
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La couleur jaune reflétant la croissance rapidepestr certains auteurs (El-Hillali,
2006) obtenue au bout de 24h, pour d’autres (Riteéh, 2007) au bout de 3 a 5 jours, ce qui

confirme la croissance rapide de nos isolats.

Figure9 : Les isolats cultivés sur YMA+BTB
[I- Aspect microscopique

L’observation microscopique permet d’apprécier biasilles courts de couleur rose, a
Gram négatif. Les rhizobiums sont des bactériesalustrictement aérobies possédant une
forme batonnet mobile de 0,6 a 0,9 um de largeuwteel,2 a 3 um de longueur avec un
flagelle polaire ou subpolaire ou 2 a 6 flagellésitpiches (Gage, 200digure 10). Elles sont
des bacilles Gram négatif et elles ne font pasdtispores. (Jordan, 1984 ; Bestlal., 1993).

Figure 10 : Observation microscopique de l'isolat (objectif®0) apres coloration de Gram
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Ces méthodes de caractérisation morphologiqueltetrale auxquelles on a eu recours
sont également utilisées par Mennale(2006) ; Pinto etl (2007) ; Wei etal (2008) pour
caractériser leurs souches isolées a partir dade®de légumineuses.

[lI- Caractérisation phénotypique des bactéries
[1I-1- Tests biochimiques
[1I-1-1- Réduction des nitrates

Toutes les souches réduisent les nitrates en doana couleur rouge aprés I'addition
des réactifs | et Il de la nitrate réductase, sesifsouches N1, N2 qui a donné une réaction
négative, mais apres l'addition de la poudre de apparait incolore.

Ces résultats montrent que toutes nos souché&esestduisent les nitrates en nitrites
(figure 11), suite a une activité de I'enzyme nitrate-réduetasi catalyse la réaction

suivante:

Nitrate réductase Dénitrification
NO3 > NO 2 » N2

Nitrate Nitrite Diazote

La nitrate-réductase réduit les nitrates jusqutades nitrites selon :

NGB +2H+2¢ — 5 NQ@+H20

La nitrate-réductase réduit les nitrates jusqutades diazote (gazeux) selon :

NO3 +6H+5e —> N2 + 3H20

La réaction peut étre rendue négative par la rémudes nitrites formés; il faut donc
contrler la réaction dans le cas de I'absenceott@ation, s'il reste des nitrates en ajoutant

au milieu un peu de poudre de zinc qui les rédwehé&aine une coloration (Guiraud, 1998).

Dans les milieux biologiques, la transformation dess NQ en ions N@ ne peut
s'effectuer que sous l'action d’'une enzyme : laaté réductase qui est présente dans tous les
organismes susceptibles de métaboliser le nitedgeque les plantes, les champignons ainsi

que quelques especes de levures et bactéries (chabo).




hY

La variabilité de I'aptitude a réduire le nitrate é& également rapportée chez
différents rhizobia (Mc Neil, 1982 ; Zahran, 199Munns (1968) ont rapporté que la
présence du nitrate dans le sol affecte la capdeit@adsorption des rhizobia aux racines des

plantes et inhibe leur capacité infective.

Des travaux récents ont montré que la sensibiliténidrate peut varier entre les
différentes souches d&radyrhizobium (Gibson et Harper, 1985) alors que d’autres travaux
ont montré que le nitrate affecte la compétitios deuches d@&radyrhizobium japonicum

pour infecter le soja (Martenssetal., 1989).

Figure 11 réduction de nitrate positif(+)
[1I-1-2- Hydrolyse de l'urée
La mise en évidence de la capacité Hieigobia & hydrolyser I'urée grace a l'uréase a

été initialement décrite par Jarns al. (1977) en utilisant le rouge de phénol comme un
indicateur de pH (EI Hilalet al., 2006).

Toutes les souches ont une activité uréasique iymsit alcalinisent le milieu en
observant un virage de la couleur de I'indicatezipti du rouge vers le rose aprés 48 heures
d’incubation (figure 12) ce qui indique [lalcalinisation du milieu par cégsent la
dégradation de I'urée et la libération des iongrareonium (Guiraud, 1998), selon la réaction

qui suit :

CONM +H,0 ———» COF2NH;
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L'uréalyse est une propriété tres répandue danslede bactérien et se traduit par la
libération de 'ammonium qui a une importance t&gsandu dans le monde agricole (Mobly,
1992).

Figure 1i&st d’'uréase positif (+)

[11-1-3- Activité cellulolytique

Ce test permet de mettre en évidence la capaciébeetéries a décomposer la
cellulose.

La présence d’'un halo jaune orangé autour desiesi@rouve la présence d’'un endo
B1-4 glucanase, mise en évidence par hydrolyse dobogaéthyl ester (CMC) suite a

I'addition de NaCl et apres rincage.

Tous nos isolats sont capables d’hydrolyseelhlase qui représente le constituant
fiboreux de la paroi végétale, c’est ainsi que lexctéries pénetrent et infectent les

racineg(figure 13).

La polygalacturonase et I'endoglucanase sont degnees clés impliqguées dans la
phase initiale du processus d’infection. Plusidsothéses sont proposées pour expliquer le
déroulement de cet événement. Dazzo et HubbelRjl®B8Robledo edl (2008) ont proposé

gue les enzymes dégradant la paroi cellulaire adg¢rrovoquent une dégradation localisée
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qui traverse completement la paroi du poil racengiermettant ainsi une pénétration directe

des bactéries.

La démonstration de la présence de la cellulasduehémicellulase en plus du
pectinase chez les rhizobia suppose que cetteédesninfectent la plante légumineuse en

hydrolysant la paroi des cellules racinaires darsite d’'infection (Martinez-Molina, 1979).

Figure 13 :test de cellulase (+)
[1I-2- Tests physiologiques

[1l-2-1-Tolérance au Chlorure de sodium

Les résultats obtenus montrent une variabilitétitedade tolérance vis-a-vis de la

salinité chez les souches isolgé@sgure 14)

La totalité de nos isolats ainsi que les souchmsitts sont capables de croitre jusqu’a
une concentration de 3% de NacCl, avec un optimurraissance noté chez les deux souches
témoins (A6, F), a lI'exception de la souche T1 qguontre une sensibilité a cette

concentration.

A partir de la concentration 5% de NaCl , la craig® s’est révélée variable. En effet,
les souches nl et T4 ainsi que les deux souchesirteénpeuvent tolérer jusqu’a une

concentration de 10% de NaCl ce qui suggére gsesaeches sont halotolérantes. Tandis

E



gue le reste de souches isolées présentent uthe dadiissance a cette concentration de NacCl

donc, elles ne peuvent pas supporter les fortesetrations de NacCl.

les isolats ddBradyrhizobium ont pu tolérer 5% et leur croissance est inhibéme
concentration de 8% de NaCl (Ratal., 2001).

Beaucoup d’espéces bactériennes ainsi que lesbrhiz’adaptent aux conditions
salines par I'accumulation intracellulaire des sogprganiques de faibles poids moléculaires
appelés les osmolytes (Zahran, 1999).

La salinité inhibe la fixation symbiotique de @2 en augmentant la résistance a la
diffusion de I'oxygéne dans les nodosités ayant pomséquence une inhibition de I'activité
de la nitrogénase (Saadalletal., 2001).

I'effet du Nacl

1,4

——nl

——n2

0,3 n3
——n4

—o—T1

T2

——T13

——T4

0,4 ——F

MaCl 1% MNacl 2% Nacl 3% Nacl 5% Nacl 10%

Figure 14 : Tolérance au NaCl des isolats et des souchesféemées apres 24 heures
d’incubation.
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[1I-2-2- Température de croissance

La plupart de nos isolats sont capables de craitnee température allant de 28°C
jusqu’a 45°C ; la croissance optimale a été natee les températures 28°C apres 24 heures
et 37°C mais pour cette derniere il y a eu croissapres trois jours d’incubation pour toutes
les souches ; pour la température 4°C, seulemesutiehe N1 a montré une bonne croissance
apres 3jours d’incubation, et nous terminons aaderpérature 45°C ou nous constatons que
les souches T3, N1, N2, N3 et N4 avaient une aoiss faible, pour les deux souches T2 et
T4, nous avons constaté I'absence totale de craissat seule la souche T1 a donné une
bonne croissance aprés 3jours d’incubation, Ceimgligue que nos isolats sont thermo-
tolérants. Les mémes résultats ont été observedehsouches de référen¢éableau 3).

Tableau 3Température de croissance testée.

4° C 28° C 37°C 45° C

T1 - ++(24h) | ++(3jours) ++(3jours)
T2 - ++(24h) | ++(3jours) -

T3 - ++(24h) | ++(3jours) £(2 jours)
T4 - ++(24h) | ++(3jours) -

N1 +(3jours)| ++(24h) | ++(3jours)x(2 jours)
N2 - ++(24h) | ++(3jours) £(2 jours)
N3 - ++(24h) | ++(3jours) £(2 jours)
N4 - ++(24h) | ++(3jours) £(2 jours)
A6 +(6jours) | ++(24h) | ++(24h) +

F +(6jours)| ++(24h) | ++(24h) +

++ : Trés bonne croissance + : Bonne croissance Faible croissance

- . pas de croissance

Graham (1992) a rapporté que tassobia sont des bactéries mésophiles qui peuvent
se développer a des températures se situant éftteet 37°C et que la température optimale
de croissance de la plupart des souches est 28&1@efbis, il existe des souches qui tolerent
des températures extrémes comme celles qui nodideaines Iégumineuses dans les régions
arctiques (Lipsanen et Lindstrom, 1989) ou bietesdkolées dans I'environnement chaud et
sec de la savane du sahel en Afrique et qui peuetrer des températures au-dela de 40°C
(Karanja et Wood, 1988).




Les souches isolées par Diatifal. (2000) résistent a des températures trés éleaes
40°C a 44°C. Razaneetal. (2002) déterminent que les souches résistantetempératures
tres élevées n'ont pas une bonne capacité pouxdtioin de I'azote atmosphérique et que
cette thermorésistance est probablement reliéeapacité des bactéries de survivre dans des

périodes chaudes.
[11-2-3- Effet de pH

L'effet de pH montre que les souches testéasient dans leurs tolérances aux
différents pH. En effet, les souches témoins saptbles de pousser dans une gamme de PH
allant de 4 a 10 avec un optimum de croissancelestrvé a pH 6.8, alors que les souches
isolées peuvent survivre dans lintervalle allaated8 a 10 avec un optimum de croissance est

remarqué a pH 6.§figure 15).

Les souches témoins peuvent survivre dans leaqées (pH 4) et elles tolérent
méme un pH tres bas (pH 1) donc, sont considéréesne des souches tres tolérantes a
I'acidité. Ce résultat concorde avec ceux enregggbar Maatallakt al.(2002) qui ont détecté
la croissance de leur isolats a des valeurs deophprses entre pH 4.0 et pH supérieur a 7.5.
Ainsi Razaet al.(2001) ont trouvé que les isolats étudiés sograolts aux variations du pH
(de 4.0 a 10).

Jordan (1984) a montré que les bactéries de lalléades Rhizobiaceae peuvent
tolérer des pH allant de 4 .5 a 9 aBedrasilensis qui croit a un pH compris entre 4 et Bet

tropica qui croit a un pH supérieur a 5 (Boddey, 2003).

Alors que nos isolats sont incapables de suppddsrpH acides, ce qui prouve que

ces souches sont sensibles aux pH acides.

La tolérance des rhizobia a un pH acide dépendede t¢apacité de maintenir un pH

intracellulaire entre 7.2 et 7.5, méme a un pHeaeixterne.




1,4

1,2

0,8

0,4

0,2

pH=1

PH=4

effet du pH

PH=6,8

PH=R

PH=10

Figure 15: Tolérance au pH des isolats et des souches deeméés aprés 24 heures

d’incubation.

35



Conclusion



Conclusion:

L'association symbiotique fixatrice d’azote esistdiversifiée et résponsable
de prés de la moitié de la fixation biologique @&zmoléculaire de globe ; les plus connues
et les mieux étudiées sont établies entre desrigtiu sol de type rhizobia et des plante de
la famille des Iégumineuses, et en limitant lesraisgazoté qui sont couteux et polluants
Coloniser les milieux dégradés par les légumineuseschir le sol en matiére organique
Faciliter I'implantation d’autres plantes

Ce travail avait a pour objectif, d’'une part, dditr les caractéres phénotypiques des
Rhizobium isolés de la Iégumineu$eagonella gladiata Stev Et d’autre part, d’apprécier la
diversité existante au sein des souches.

Dans notre étude nous avons mis en évidence lemomodulaire de la Iégumineuse
de I'espece sauvagkigonella gladiata Stev. Collectée a partir de I'Est Algérien, wilaya de
Khenchela

Nous avons isolé 10 souches et sélectionné 8 piesipour notre étude, L'ensemble
des résultats obtenus relatifs a la morphologid,agpect des colonies et a I'examen
microscopique montre que I'ensemble des isolat$esninéme caracteres des Rhizobia.

Toutes les souches ont une faible absorption dgeraie Congo, n’acidifies pas le
milieu GPA et ont une croissance rapide sur le emillYMA additionné du bleu de
bromothymol,.

Dans L’évaluation de la tolérance de nos soucheswvis des facteurs abiotiques,
nous avons constaté que celles-ci présente unenok® au stress salin allant jusqu'a une
concentration de 5% de NaCl. Nos souches sont riégatecapables de pousser sur des pH
trés variables allant de 4 jusqu’a 10, avec umuytn de croissance a pH 6.8.

Quant a la température, les souches peuvent @saitains les milieus froids (4°C)
que dans les milieux chaux 50°C, avec une tempérafptimale de croissance entre 28°C et
37 °C.

Les différents résultats obtenus dans cette éudeent d’intéressantes perspectives
sur le plan appliqué et pourraient également sdevinase génétique pour les travaux
Ultérieurs. Qui on peut noter :

- I'exploitation de la grande tolérance des souchesdifférents stress environnementaux et
de leur potentiel fixateur d’azote par leur utitisa dans des essais d’inoculation sous serre
Puis au champ.




- I'établissement de stratégies d’amélioration ceffe de la symbiose par la production
d’'inoculum de bonne qualité, c’est-a-dire I'étude Ithptitude des souches sélectionnées a
survivre et a maintenir leur potentiel symbiotiqlieant le stockage de l'inoculum, pendant

I'inoculation au champ et durant les années sues(iiesoin de réinoculation).

-Une étude plus approfondie basé sur les méthodelgcmaires et nécessaire pour
I'identification de nos isolats et pourra préciseces souches constituent une nouvelle espéce

parmi les rhizobia ou parmi un tout autre genrepitesgobactéries.
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Annexe 1
Milieux de culture et solutions utilisées

Composition de milieu YMB (Yeast Manitol Broth) eng/l (Vincent., 1970)

Manitol 10.00

KoHPO, 0.50

NaCl 0.10

MgSQ, 7(H20) 0.20

Extrait de lévure 50.

Eau distillée 1000 mi

pH 6.8

Autoclavage PPOpendant 20 min

Composition de milieu YMA (Yeast Manitol Agar) en dl (Vincent., 1970)

YMB 1000 mi

Agar 18

pH 6.8

Autoclavage PPOpendant 20 min

Composition de milieu YMA+ Rouge Congo en g/l
YMB 1000 ml

Solution stock de Rouge Congo 10 ml

Agar 18
pH 6.8
Autoclavage PPOpendant 20 min

Apres I'ajustement de pH on ajoute 10 ml de Rougedd (0.25 g Rouge Congo dans 100 ml

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




Composition de milieu YMA+ BTB (bleu de Bromothymol) en g/l

YMB 1000ml
Solution stock de bleu de Bromothymol 5mi
Agar 15

pH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20minutes

Apres ajustement de pH on ajoute 10ml de bleu dmmBthymol (0.5g BTB dans 100ml

d’éthanol), puis on ajoute l'agar.

Composition de milieu GPA (Glucose Peptone Agar+ pwpre de bromocrésol) en g/l

Glucose 10
Peptone 5
Solution stock de BCP 10 ml
Agar 18g

pH 6,8

Ajouter du pourpre de bromocrésol (1g BCP dans 1@d#thanol), apres stérilisation et

refroidissement du milieu.

Composition de milieu TY (Tryptone Yeast) en g/l

Tryptone 5
Extrait de levure 3
CaCh H,0O 0,87
pH 6,8

La stérilisation du milieu se fait par autoclavd@®°C pendant 20 minutes




Annexe 2

Coloration de Gram

La préparation est étalée en couche mince sous la hotte, le protocole expérimental consiste a:
- Recouvrir la lame par le violet de gentiane et laisser agir pendant 1 minute,

- Verser sur la lame la solution iodée (Lugol) et laisser agir pendant 30 secondes,

- Incliner la lame et laisser tomber goutte a goutte I'alcool acétone,

- Laver a I'eau distillée

- Recolorer avec de la fuchsine et laisser agir pendant 1 minute,

- Laver a I'eau distillée,

- Sécher avec un papier absorbant,

-Observer au microscope (x 100).




Annexe 3

Tableaux des différents résultats

Tableau a: résultats de la mésure de la DO pour le test tliddeance des isolats et des

souches de références au NaCl aprés 24h d’incumbatio

T1 T2 T3 T4 N1 N2 N3 N4 A6 F
1% 0.231 | 0.245| 0.265 0.29% 0,228 0,2Y4 0,238 0,258390, 1,091
2% 0.128 | 0.118, 0.139 0.231 0,15 0,2%9 0,162 0,154/48, 1,171
3% 0.096 | 0.171, 0.117 0.140 0,114 0,280 0,166 0,1071351, 0,879
5% 0.036 | 0.072| 0.039 0.149 0,048 0,208 0,030 0,034290, 0,752
1. |0.890 | 0.099| 0.080 0.13% 0,076 0,144 0,052 0,07288%0, 0,399

Tableau b :résultats de la mésure de la DO pour le test ttdHdeance des des isolats et des
souches de références au pH apres 24h d’incubation.

T1 T2 T3 T4 N1 N2 N3 N4 A6 F
PH.1 0,026| 0,027, 0,004| 0,045/ 0,022| 0,026| 0,031 0,054 0,201 0,099
pH-4 0,072, 0,055| 0,084| 0,075 0,076/ 0,095/ 0,095 0,040| 0,197| 0,235
pH-6,8| 0,179 0,222 0,322| 0,269 0,216 0,307| 0,266, 0,270 1,190/ 1,203
pH-8 0,153, 0,155| 0,121} 0,128]| 0,134, 0,233| 0,149, 0,129| 0,700| 1,016
pH-10 0,100, 0,130 0,140, 0,219 0,120 0,150, 0,107| 0,215, 0,266| 0,250
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