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Résumeé:
Dans cette étude des bactéries ont été isolées a partir des nodosités racinaires de la
feve (Vicia faba) et caractérisées phénotypiquement et génotypiquement.

L’ étude morphologique, culturale, microscopique, ainsi que la nutrition carbonée a révélé
gue nos isolats sont a croissance rapide et les caractéres phénotypiques sont comparables
avec ceux desrhizobia

Les tests biochimiques évaluent |a présence d’'une activité enzymatique chez tous les isolats
tels que lanitrate réductase, |’ uréase et la cellulase.

La tolérance aux facteurs abiotiques a souligné une limite de tolérance a un pH = 9, et une
concentration de 1% pour le NaCl. Aucune tolérance n’'a été observée a une forte
température.

L’ étude génotypique d'une partie conservée de I’ADNr 16S n'a pas montré une
discrimination entre les isolats.

Mots clés: Vicia faba, nodosité racinaire, rhizobia, ADNr 16S, caractéres phénotypique,
étude génotypique.




Summary:

In this study, bacteria were isolated from the root nodules of leguminous Vicia
faba and characterized phenotypically and genotypically.

morphological study, cropping, microscopic, and the carbon nutrition showed that our
isolates are rapidly growing and phenotypic characteristics are comparable to those of
rhizobia.

Biochemical tests evaluate the presence of enzyme activity in al isolates such as nitrate
reductase, urease and cellul ase.

Tolerance to abiotic factors pointed to atolerance limit at pH = 9, and a concentration of
1% for NaCl. No tolerance was observed at high temperature.

Genotypic study of preserved part of the 16S rDNA showed no discrimination between
isolates.

Keywords:. Vicia faba, root nodules, Rhizobia, 16S rDNA, phenotypic characteristics,
genotypic study.
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Introduction

Introduction

Les associations symbiotiques fixatrices d'azote sont trés diversifiées et sont
responsables de prés de la moitié de la fixation biologique d’ azote moléculaire du globe, les
plus étudiées sont établies entre des bactéries du sol de type rhizobia et des plantes de la
famille des |égumineuses (de Faria et al., 1989).

La famille des légumineuses est I’ une des plus importantes parmi les dicotylédones. Elle est
cultivée dans le monde entier a des fins alimentaires, fourrageres, médicinaes ou encore
écologiques et agricoles. Cependant, I'intérét des Fabacées est directement lié a leur capacité
d établir avec les bactéries nodulant les légumineuses (BNL) une symbiose fixatrice d’ azote
(Chenet al., 1995).

La symbiose Rhizobium - Iégumineuse est de type mutualisme, ou la plante apporte les
nutriments carbonés et une niche écologique adéquate a la bactérie, en revanche la bactérie
fixe |’ azote atmosphérique a son partenaire végétal. Les |égumineuses en association avec les
rhizobia permettent |’ introduction d’azote combiné dans le sol pour augmenter sa fertilité et
réduire ains I'utilisation des engrais chimiques. Mais |'efficacité de cette symbiose est
dépendante de I’ hote et du symbiote en relation (Bala et Griller, 2001).

Parmi le nombre important des légumineuses, nous avons choisie Vicia Faba pour éudier la
biodiversité de la population bactérienne se trouvant dans sa rhizosphére. La |égumineuse
féeve (Vicia Faba) est connue pour étre peu exigeante en termes de qualité de sol et fixe
I’ azote mieux que toute autre légumineuse. Elle pourrait jouer le role d’ engrais vert dans le

processus de fertilisation et restauration des sols appauvris (Sullivan et al., 1996).

Ainsi, dans le cadre du travail relatif a ce mémoire, nous avons entamé I’ anal yse des bactéries
nodulant Vicia Faba selon |es étapes suivantes :
- Isolement des bactéries a partir des nodules racinaires de lafeve.
- Etude morphol ogique, culturale et microscopique des isolats.
- Caractérisation phénotypique des isolats comprenant une série de tests :
> Biochimiques (recherche de la nitrate réductase, |’ uréase, la cellulase).
> Physiologiques (effet du NaCl, pH, température).
> Nutritionnels (source de carbone).

-



Introduction

- Authentification des isolats par le test de nodulation.

16S.

- Caractérisation génotypique des isolats par PCR/RFLP d'une partie conservée de I’ADN
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Chapitre | : Synthése bibliographique

1- Lafixation biologique del’ azote

L’ atmosphére contient une grande quantité de diazote (78% en volume) (Newton,
1998), mais cet azote gazeux est tres peu bio-disponible pour la plupart des espéces. En effet
les seuls organismes capables de I utiliser sont des bactéries, dites diazotrophes, qui possédent
le complexe enzymatique réducteur appelé nitrogénase capable de casser la triple liaison
N=N. La fixation biologique de 1’azote est un processus qui permet de produire des
substances protéiques a partir de |'azote gazeux présent dans |'amosphére et
I"environnement. (Downie, 2005).C’est le processus de réduction enzymatique de |’ azote
atmosphérique en ammoniac (NHs). La réaction globale de fixation d azote catalysée par la

nitrogénase est la suivante :

N2+ 8H"+8€ + 16 ATP — 2NHz+ Hp+ 16 ADP+16Pi

La nitrogénase est un complexe enzymatique propre a certains procaryotes qui catalyse la
séguence compl éte des réactions au cours des quelles la réduction de diazote N, conduit a la
formation d’ammoniac NH3.Pour permettre une activité optimale de la nitrogénase, la plante
maintient les nodules en conditions de micro-oxie grace au parenchyme nodulaire pendant

gue laleghémoglobine transporte et tamponne la concentration d’ oxygene. (Ott et al., 2005).

1-1- Lesfixateurslibres

Les fixateurs libres sont des bactéries capables de fixer |'azote atmosphérique, ils
comprennent des genres de bactéries trés divers: bactéries aérobies chimioorganotrophes
(Acetobacter, Azotobacter, Azospirillum), bactéries anaérobies strictes (Clostridium) ou
aérobies facultatives (Klebsiella, Pseudomonas, Bacillus), bactéries phototrophes
(Rhodobacter, Rhodospirillum) et des Cyanobactéries (Synechococcus). Ces bactéries
fixatrices libres sont des bactéries capables de fixer |'azote atmosphérique sans étre en
association symbiotique. Ces associations vont de la simple multiplication bactérienne a la
surface de laracine et la colonisation des espaces intercellulaires, ¢ est une caractérisation des
bactéries endophytes. C’est |e cas par exemple de la colonisation par Azospirillum des espaces
intercellulaires de |’ épiderme et du cortex racinaire du mais et du sorgho (Kennedy et al.,
1997).
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1-2- Lesfixateurs symbiotiques

Certaines bactéries Gram négatif appelées rhizobia ou bactéries nodulant les
l[égumineuses (BNL) sont capables de Sassocier avec des plantes de la famille des
légumineuses. Cette symbiose aboutit a la formation des nodules fixateurs d’azote sur les
racines, parfois sur les tiges. D’ autres non Iégumineuses présentent ce caractére, comme par
exemple Parasponia, qui est membre de la famille des Ulmacées. Les Actinomycétes du
genre Frankia (bactérie Gram positif, filamenteuses et sporulantes) nodulant les plantes
ligneuses appartenant a différentes familles de dicotylédones, dont les genres Alnus,
Eleagnus, Casuarina ou Myrica. Une symbiose particuliére concerne la cyanobactérie
Anabaena associée a la fougére aguatique Azolla, qui est utilisée comme engrais vert dans les
rizieres (Duhoux et Nicole, 2004)

L’ association la plus importante d’ un point de vue écologique et agronomique est |a symbiose
Rhizobium-légumineuses responsable d'une production dammoniac supérieure a la
production industrielle.

2- Symbiose Rhizobium-légumineuse

La symbiose Rhizobium-légumineuse est un processus indispensable a la plante pour
acquérir |’ azote sous forme réduite. Dans les associations symbiotiques, la plante représente
I’hote et le partenaire bactérien est le symbionte. Chez les |égumineuses, les rhizobia
sinstalent dans les racines des plantes. Ce dernier fournit des matiéres nutritives a la bactérie
et celle-ci capte I’azote de I’air et le donne a son héte. L’ optimisation de la symbiose entre les
légumineuses et le microsymbionte exige la présence dans la rhizosphere des souches
compatibles, compétitives et infectives qui sont hautement effectives pour la fixation de

I’ azote et présentes en nombre suffisant pour maximiser la nodulation.

2-1- L égumineuses
2-1-1- Classification

La famille des légumineuses ou Fabacées (Fabaceae) est classée parmi les
Angiospermes , famille importante, rassemblant des arbres , surtout en régions tropicales, des
arbustes et des plantes herbacées annuelles ou vivaces en zone tempérées , il s agit de la

troisiéme plus grande famille de plantes a fleurs en nombre d’ espéces (apres les orchidées et

Y
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les astéracées), avec environ 725 genres et pres de 20000 espéces, Ces especes sont réparties
en trois sous-familles Papilionoideae, Mimosoideae et Caesal pinioideae (Figure 1).

. Caesalpinioideae: sont majoritairement des arbres ou des arbustes tropicaux ou
subtropicaux comprenant environ 150 genres et 2200 espéces, Leur fleur irréguliere possede 5
pétales non différenciés et des étamines visibles de |’ extérieur.

. Mimosoideae : sont pour la plupart des arbres tropicaux. Leurs fleurs sont réguliéres,
petites, groupées souvent sous forme de pompons. Les éamines sont les parties les plus
visibles de lafleur Cette sous-famille comprend 62 genres et environ 2500 espéces.

. Papilionoideae ou Fabaceae : Cette appellation est due alaforme de la corolle qui se
présente sous forme de «papillon» La sous-famille des papilionoideae regroupe les especes
cultivées les plus importantes économiquement : le soja (Glycine max), le haricot (Phaseolus
wvulgaris), le pois (Pisum sativum), la luzerne (Medicago sativa), |’arachide (Arachis
hypogaea), le pois chiche (Cicer arietinum), et la feve (Vicia faba). Elle est cosmopolite et
compte 11300 especes réparties en 440 genres regroupés en 31 tribus. Dans cette sous-famille,

97% des espéces examinées peuvent étre nodulées (Duhoux et Nicole, 2004).

Genus Represantative
T —

Cassalpmioidens Cassia Senna
Acacia Gum arabic
Lupinus Lupéns
Arachis Ground nut
Phasaalus Common beaan
Vigna Mungbean
Glycing Soybean
Capanus Pigeon pea
Mebiotus Swee! clover
Trilolicim Clover
Medicago Barrel madic
Pisum Garden pea
Vicia Broad bean
Sesbania Black locust
Lotus Lotus faponicus

Figure 1 -Dendrogramme représentant les trois sous familles des Légumineuses (Udvardi et col.
2005).
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2-1-2- Importance agro-économique et nutritionnelle deslégumineuses en Algérie

En Algérie, les |égumineuses (Iégumes secs), font partie du paysage agricole depuis
des millénaires. Ces cultures sont utilisées dans la rotation avec les céréales car elles
enrichissent le sol en azote. Les légumineuses cultivées représentent une importante source
protéique car elles produisent des proténes en abondance (leurs graines contiennent 3 fois
plus de protéines que ceux des céréales), sans fertilisation azotée. Ainsi, dles constituent une
importante source de nourriture humaine susceptible de remplacer les protéines animales
difficilement accessibles pour une large partie de la population agérienne (pois chiche,
haricot, pois, lentilles, arachide, feve...). Ces légumes sont aussi calorifiques et riches en
glucidesqueleblé (M .A : Ministére de I’ Agriculture. 993-2002).

2-1-3- Généralitésur Viciafabal.

a) Taxonomie de Vicia faba

Régne: Plantea
Sous-régne : Viridaeplantae
Division : Magnoliphyta
Classe: Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre: Fabales
Famille: Fabaceae
Genre: Vicia

Espéce: Vicia faba

b) Description dela plante

Le genre Vicia comprend environ 120 espéces répartie principal ement dans les régions
tempérées de I’ hémisphére Nord et de I’ Amérique du sud avec quelque espéces en Afrique.
Lafeve est une plante annuelle herbacée de 30-80 cm, glabrescente, dressée et robuste a tige
creuse quadrangulaire, a racine pivotantes parfois, superficielles plus généralement, portant
des nodosités renfermant les bactéries spécifiques fixatrices d azote atmosphérique. Les
feuilles sont formées de 1 & 3 paires de folioles, sont grandes, ovales, entieres et succulentes.
Ses fleurs sont de couleur blanche avec une tache noir sur les ailes, regroupées de 2 a5 en
petites grappes. Le fruit appelé « gousse » a une longueur de 10 a 20 cm. 1l est renfl€, charnu,
dressé et noir ala maturité. Les graines ont une longueur de 2-3 cm. Elles sont ovales, a hile
linéaire (Bock, 2011).
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Figure 2 - Anatomie de laféve (Viciafaba L.)
C) Origine et répartition géographique
L'espéce Vicia faba appartient a la famille des légumineuses est choisie comme type
de la sous- famille des papilionacées, et alatribu des viciées. Les feves et feveroles sont des
cultivars d'une méme espece, V. faba L. D'aprées la grosseur de la graine, on peut distinguer les
sous- especes : V. faba major (la feve proprement dite, a grosse graines), V. faba equina (la
feverole a graines moyennes) et V. faba minor (Laféeverole a petites graines). Les feveroles a
petites et moyennes graines sont originaires du sud- ouest delI'Asie (sud de lamer Caspienne),
et la feve provient vraisemblablement d'Afrique. V. faba est essentiellement cultivée dans le
bassin méditerranéen, en Amérique du sud et en Asie du sud- est, cultivée aussi en Europe
occidentale et du nord (Brink et Belay, 2006).

d) Intérét delafeve

L'utilité de la feve dans |'alimentation humaine et animale comme source de protéines
ains que leur effet bénéfique sur la fertilité des sols sont largement reconnus. Le tableau 1
présente la composition chimigue moyenne pour 100 g de feve. L'utilisation de cette
[égumineuse est principalement orientée vers la consommation humaine en gousses fraiche a
grande proportion et sous forme de graines secs ou au stade péateux a faible proportion. Lors
d'abondance le surplus des graines de feve est incorporé dans la composition d'aliments du
bétail (Maatougui, 1997).
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Tableau 1- Composition chimigue moyenne pour 100 g net de féve (Fachmann et Kraut,

2006).
Compositions (g) Vitamine (mg)
Glucides .......ovvviiiiiiiii 10,0 | Acideascorbique......................... 82,00
Protides.......coooveiiiiiii e 5,40 | Provitamine A (caroténe)................. 0,100
LipIdeS ... 0,30 | Bl (thiamine)..........coceviiiniieinnnnn 0,300
BaU ..o 82,0 | B2 (riboflaving).............ccoeeinennn. 0,200
Fibresalimentaire ......................... 6,50 | B3 (nicotamide)................cccunennene. 1,800
Minéraux (mg) Apports éner gétiques

Potassium ..........cooovieiiiiiiii 210,0 | Kcalories.......ccovveiiiii e 64,00
Phosphore ..., 1050 | KjOUIES....c.vivii i e, 268, 0
Calcium ... 24,0

Magnésium ..........ooveeveinneennnnnnns 18,00

SOUFIe .. 27,00

SOAiUM ... 4,00

Chlore ..o 14,00

2-2-Généralités sur lesrhizobia

Les rhizobia sont des bactéries du sol capables d'induire des nodules sur les racines ou
les tiges de |égumineuses et assurer la fixation de I’ azote atmosphérique a l'intérieur de ces
organes. En contre partie de la fixation d’ azote, |es rhizobia obtiennent un approvisionnement

stable de carbone dérivés des composeés de la photosynthése (Duhoux et Nicole, 2004).

2-2-1 -Diversité taxonomique desrhizobia

En 1888, Bejerinck a pu isoler des microorganismes a partir des nodules de pois.
Bacillus radicicola était le premier nom utilisé pour les souches isolées. Le microbiologiste
allemand Franc qui n’a pas été convaincu par I’identification de Beijerinck a proposé le nom
Rhizobium leguminosarum. Plus tard, beaucoup de propositions taxonomiques ont été
désignées pour nommer les bactéries isolées a partir des nodules. Ainsi, les rhizobia ont éé
traditionnellement assignés aux groupes taxonomiques sur la base des spécificités de I’ hote.
Cette classification comportait un seul genre, le genre Rhizobium avec six especes (Neyra,
1992).
Actuellement, les rhizobia sont 13 genres et plus de 100 espéces symbiotiques appartenant

aux sous classes alpha et beta-Protéobactéries (http://www.rhizobia.co.nz/taxonomy/rhizobia).

Quatre genres d’a-Protéobactéries constituent les symbiotes majoritaires de la plupart des
espéces de legumineuses rencontrées a travers le monde : Rhizobium, Ensifer (anciennement
Snorhizobium) Mesorhizobium et Bradyrhizobium. Toutefois il existe d’autres genres d’a-

Protéobactéries, induisant des nodules, moins fréquemment isolés, ayant une distribution
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géographique réduite et un spectre d'hote limité, et découvertes plus récemment :
Azorhizobium, Methylobacterium, Devosia, Ochrobactrum, Phyllobacterium, et Shinella .Au
cours des derniéres années des rhizobia ont été aussi découverts dans |es beta-Protéobactéries,
dont les genres Burkholderia sp et Cupriavidus (Figure 3). La taxonomie des rhizobia a
changé significativement ces derniéres années avec le développement des nouvelles

techniques d’ éudes.

Rhizobia associés a la feve

Vicia faba appartenant a la tribu des Viciae (Pisum, Vicia, Lathyrus...) ont longtemps
€été considérées comme ne pouvant établir la symbiose qu’ avec une seul e espéce bactérienne,
Rhizobium leguminosarum sv viciae. Cette classification a changé depuis 2008, d autres
espéces de Rhizobium ont été décrites pour des souches capables de noduler cette especes de
[égumineuses, comme Rhizobium fabae, isol€ a partir de nodules Vicia faba en Chine et (Tian
et al., 2008). Récemment des nouvelles espéeces nodulant Vicia faba dans différentes régions
géographiques (Espagne, Pérou et Tunisie) a été proposée tel que: Rhizobium laguerreae
(Saidi et al., 2014), Rhizobium anhuiense (Zhang et al.,2015).

Xanthomonas
Pseudomonas

\ /
Ralstonia
\ 'Y Phyllobacterium

. Mesorhizobium

Cupriavidus Devosia
Agrobacterium
L -

Burkholderi. — i izobi
urkholderia \ o Sinorhizobium

— Y
— Rhizobium
Ochrobactrum
Bruceila
Bordetella

/ \ Bartonelia
Azorhizrobium
Neissena

/ - :
/ bk 7 Methylobacterium
Rickettsia Rhodopseudomonas

Bradyrhizobium

Figure 3- Arbre phylogénétique de I’ ADNr 16S a-, B- et y- Protéobactéries. Les genres en gras
contiennent les rhizobium nodulant les [égumineuses (Masson-Boivin et al., 2009).
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2-2-2- Car acteér es génér aux
a) Caractéeres morphologiques

Les rhizobia sont des bactéries du sol, bacilles Gram négatif strictement aérobies,
hétérotrophes et non sporulant, possédant une forme béatonnet mobile, on distingue deux
formes (Somasegaran et Hoben, 1994) :

-La forme végétative : Les rhizobia sont des batonnets réguliers de 1,2 a 3 um de
longueur sur 0,5 a 0,9 um de large, pourvus d’un flagelle polaire, ou de plusieurs flagelles
péritriches. Les rhizobia pourvus de 2 a 6 flagelles sont caractérisés par une croissance rapide,
tandis que les rhizobia a un seul flagelle polaire ou subpolaire ont une croissance lente.

-La forme bactéroide: les rhizobia a I'intérieur des nodules se transforment en
bactéroides de forme réguliere ou irréguliére. Chez les groupes Rhizobium trifolii, Rhizobium
meliloti et Rhizobium leguminosarum, les individus sont irréguliers et ont unetaille a peu prés
dix fois plus grande que celle de la forme végétative.

b) Caracteresbiochimiques

Les rhizobia sont des bactéries hétérotrophes, utilisent des carbohydrates ssimples tels
gue: le glucose, le mannitol, |e saccharose et des composés aminés. Certaines espéeces exigent
des vitamines pour leurs croissances. Rhizobium possede un systéme respiratoire, ou
I'oxygéne est I’ accepteur terminal des électrons dans les conditions d'aérobie; alors que dans
les conditions d'anaérobie, les espéces Rhizobium peuvent utiliser les nitrates et les nitrites
comme accepteurs d’ électrons.

c) Caracteres physiologiques

Une croissance optimale de la plupart des souches de Rhizobium a lieu a des
températures variant de 25 a 30°C et un pH 6,0 apH 7,0. Les températures extrémes sont de
4°C et 42,5°C. Les souches de Rhizobium peuvent se développer a pH compris entre 4,5 et 9,5
(Jordan, 1984 ; Somasegaran et Hoben ,1994).

d) Caractéres culturaux

Les rhizobia & croissance rapide produisent une turbidité dans le milieu liquide (YMB)
(Annexe 1) en 2-3 jours. Les Bradyrhizobium a croissance lente produisent une turbidité dans
le milieu liquide pendant 3-5 jours. Le milieu Y east Mannitol Agar (YMA) (Annexe 1) est un
des milieux solides les plus utilisés pour la culture de Rhizobium.sur ce milieu les colonies
apparaissent sous forme circulaire, blanche, opague ou laiteuses, humides, transucides, elles
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peuvent étre brillantes. Les colonies jaunes pales sont rencontrées surtout dans les cultures

agées (Vincent, 1970 ; Somasegaran et Hoben, 1994).

3- Bases moléculaires de la symbiose Rhizobium-légumineuse

3-1- Dialogue moléculaire
L’installation de la symbiose est contrélée par un dialogue moléculaire qui se met en

place entre la bactérie et 1a plante héte (Figure 4). Les flavonoides libérés par les racines de la
plante constituent le premier signal moléculaire. Ce sont les principaux signaux émis par la
plante héte et percus par les rhizobia dans le sol, induisant I’ expression des genes nod (pour
nodulation) chez Rhizobium. Les produits des genes nod sont impliqués dans la biosynthese
des facteurs Nod, qui sont ensuite reconnus par des récepteurs spécifiques de la plante. Ces
facteurs Nod sont responsables de la courbure des poils absorbants racinaires, ils constituent
le second signal moléculaire nécessaire a I’initiation nodulaire. Par la suite, I’ activation de
nombreux genes permet la mise en place et le contréle de I'infection et de la différenciation
du nodule (Dénarié et al., 1996).

*rotéines nod
SCTHCS THOL
Nod C:O):_:}
Flavonoides
®

Figure 4 - Dia ogue mol éculaire Rhizobium-légumineuse (Brencic et Winans, 2005).

(1) Lesracines de la plante héte secrétent des flavonoides.

(2) Les flavonoides sont percus par les rhizobia et activent la protéine NodD al’ origine la
transcription des génes nod.

(3) Les génes nod permettent la synthése et I excrétion des facteurs Nod.

(4) Les facteurs Nod sont percus par les racines de la plante et induisent les premiéres

réponses morphogénétiques al’ origine de laformation des nodules.




Chapitre | : Synthése bibliographique

3-1-1- Flavonoides

Les flavonoides sont des substances chimiques de nature aromatiques exsudés par les
racines de la plante dans la rhizosphere. Ils interviennent dans la symbiose entre les
légumineuses et les rhizobia. Par chimiotactisme, ces bactéries colonisent la rhizosphere et
sattachent aux poils absorbants par I'intermédiaire des polysaccharides localisée a leur
surface. Chague plante exsude un mélange de différents flavonoides, qui stimulent la
nodulation. Ces composés phénoliques sont des inducteurs des génes nod, mais avec des

efficacités variables selon leur concentration et leur structure chimique (Perret et al., 2000).

3-1-2- Facteurs Nod

Les facteurs Nod sont des lipochitooligosaccharides (LCO) constitués d’ un squelette
de chitine, ¢’ est-a-dire d’ unités de N-acétyl-D-glucosamine (GICNAC) reliées entre elles par
des liaisons B-1,4 (Figure 5). Une chaine d’acide gras polyinsaturée est greffée par N-
acylation sur |'atome d azote du résidu glucosamine situé a I’ extrémité non réductrice du
squelette de chitine. Le nombre d'unités de N-acétyl-D-glucosamine constituant le facteur
Nod est généralement compris entre 3 et 5. Les facteurs Nod peuvent encore étre décorés a
I’ alde de substitutions chimiques particuliéeres, qui conferent aux facteurs Nod leur spécificité.
La synthese du sgquelette d’ oligomeres de chitine des facteurs Nod requiert |’ activité de trois

enzymes codées par les genes nodABC (Duhoux et Nicole.,2004).

4- M écanisme de la nodulation
4-1- Mode d’infection

Le mode d'infection le plus étudié et le plus courant est I'infection intracellulaire ou
I'entrée des bactéries dans la plante a lieu a travers des poils absorbants, et a été observé
surtout chez des légumineuses tempérées (exemples : Medicago, Trifolium, Pisum). En
réponse aux facteurs Nod bactériens, I’infection se caractérise par une réorientation de la
croissance des poils absorbants conduisant a la formation d’ une courbure (Root Hair Curling :
RHC) en forme de « crosse de berger ». Au cceur de cette crosse, un espace clos est formé, a
I’intérieur duquel les rhizobia sont piégés et proliferent. Le confinement des bactéries forme
ains un cordon d'infection intracellulaire suite a une invagination de la paroi végétae, ou
elles se multiplient (Figure 5).

)
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4-2- Développement du nodule

En paraléle de la progression d'infection, I’ organogenése nodulaire se met en place.
Les cellules racinaires végétales du cortex et du péricycle entrent en division et forme un
primordium nodulaire, lieu de libération des bactéries, qui se différencie ensuite en nodule
mature (Figue 5) Les bactéries sont libérées du cordon dans le cytoplasme des cellules
végétales par un processus dendocytose par lequel elles sont internalisées dans un
compartiment constituant le symbiosome entouré dune membrane péribactéroidienne
d origine végétale (Figure 6). Cette membrane assure la séparation des bactéries de la cellule
hote et contrdle |’ échange de signaux et de nutriments entre les deux partenaires. Une fois
dans le symbiosome, les cellules bactériennes subissent de profonds changements
physiologiques et morphologiques, se différenciant en bactéroides, forme fixatrices d’ azote
adaptés aux nouvelles conditions environnementales présentes dans le nodule. Apres avoir
accueilli les bactéries, le primordium nodulaire va se développer pour former un organe
symbiotique (le nodule). La différentiation cellulaire conduit a la formation d’un nodule avec
des tissus vasculaires périphériques qui se raccordent a ceux de la racine et tissu central
nodulaire réparti en plusieurs zones distinctes. Le nombre de nodules et leur masse sont
contrélés par la plante en fonction des conditions environnementales et de son état

physiologique.

)
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Figure5 - formation d’un nodule (Tortora et coll., 2003).
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Figure 6 - Symbiosome comportant deux bactéroides (Day et al., 2001)
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4-3- L eghémoglobine

La leghémoglobine est une protéine sécrétée par la plante et qui joue un role dans le
transport de I’ oxygene en maintenant une faible pression d’ oxygene dans le cytoplasme des
cellules racinaires de la plante pour |a phosphorylation oxydative. Elle permet ainsi de réguler
la diffusion d’ oxygene aux bactéroides .L’atmosphére dans I’ environnement nodulaire étant
aorsfavorable, la nitrogénase devient active et catalyse laréduction du N, en NH," (Ott et al .,
2005).

5-Méthodes d’ études dela caractérisation desrhizobia
Plusieurs techniques ont été utilisées par les microbiologistes pour évaluer la diversité
des rhizobia. Ces techniques ont permis I'anayse de différents traits phénotypiques et

génétiques qui sont devenus par la suite une base de définition du concept de I’ espece.

5-1- Méthodes phénotypiques

La caractérisation phénotypique classique des rhizobia se base sur des criteres
morphologiques tel que :(la forme, nombre et type de flagelles, |a coloration de Gram, la
forme de colonie), des critéres symbiotiques indiquant la capacité infective, effective et
compétitive d'une souche donnée, des critéres biochimiques évaluant la présence et/ou
I’activité de différents enzymes comme la nitrate réductase, et |'uréase, des criteres
physiologiques(croissance a différentes températures, la tolérance aux variations du pH et aux
différentes concentration en sel),et leur capacité d' utiliser différents carbohydrates comme
source de Carbonne (Vincent,1970 ;Graham et al.,1991)

5-2- Méthodes moléculaires

Il existe de nombreuses techniques moléculaires chacune puisant I’information a des
niveaux cellulaires différents certaines utilisent les acides nucléique ADN ou ARN pour
étudier la localisation ou la variabilité en sequence des genes ou de fragments de genes. Les
plus couramment utilisées dans I’ étude de la diversité des rhizobia sont les suivantes:
> Détermination du % Guanine + Cytosine (%G+C) du génome
> L’ hybridation ADN : ADN : technique permettant de mettre en évidence au sein d’une
cellule ou d'un tissu, une séquence d acide nucléique. Elle est basée sur le principe de

complémentarité des bases nuclé ques.
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> Le séquencage de I’ADNr 16S: c'est principalement I’ADN codant pour I’ARN
ribosomique 16S qui est le marqueur moléculaire le plus utilisé dans I’ analyse des relations
phylogénétiques bactériennes au niveau du genre et especes Ce gene a comme avantage d’ étre
présent chez toutes les bactéries, d’ étre constitué de domaines hautement conservés entourant
des domaines variables, et de fournir une séquence suffisasmment informative .Dans les
années 1990, I’ADNr 16S est devenu le marqueur taxonomie le plus important chez les
rhizobia conduisant a la répartition des genres inclus dans la famille Rhizobiaceae et la
création d'un nouvel ordre appelé "rhizobiales' propose dans le Bergey’s Manual (Kuykendall
et al., 2005). Ains I’analyse phylogénétique de I’ADNr 16S est tres utile pour classer les
bactéries dans un rang hiérarchique supérieur al'espéce.

> Les méthodes de typages basées sur la PCR (Polymerase Chain Reaction) : exemple
PCR/RFLP.

PCR-RFLP (polymorphisme de lalongueur desfragmentsderestriction) : Dansla
méthode PCR-RFLP, les fragments amplifiés par PCR sont digérés par des enzymes de
restriction puis révélés par électrophorese. Le nombre et la différence de migration des
différents fragments obtenus permettent I’ évaluation et I’ analyse du polymorphisme apparent.
Une des techniques qui dérive de cette méthode est la PCR-RFLP du gene de I’ ADNr 16S
connu également par I’ ARDRA (Vaneechoutte et al., 1992). Cette technique est largement
utilisée pour I’ étude de la diversité genétique ainsi que la classification des rhizobia
(Laguerre et al., 1994).
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1-1solement des bactéries a partir des nodules

L’ étude a été menée sur laféve (Vicia faba L.) qui est une excellente plante potagere

facile acultiver.

1-1-Collecte des nodules
La collecte des nodules est réalisée au début Mars a partir des racines de la feve

cultivée dans larégion de Didouche Mourad Constantine (Figure 7).
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Figure 7 - Localisation géographique indiquant la zone de pré évement

La collecte de la plante dont |es racines contiennent le maximum de nodules de couleur rouge
brun a été réalisé selon la technique préconisée par Vincent (1970) et Somasegaran, et Hoben
(1994) (Figure 8). Cette technique consiste a:

- creuser environ 15 cm autour de la plante et 20 cm dans le sol pour extraire aisément la
plante avec son appareil racinaire.

- Enlever manuellement et soigneusement la terre entourant les racines sans abimer les
nodules.

- Placer délicatement la plante avec la motte racinaire dans un sachet plastique.

- laver délicatement Les racines avec leurs nodules des restes de terre al’ eau courante.

)
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- Pour des raisons de stockage et d’isolement, les nodules doivent étre détachés a 1 ou 2 mm
du site d'attache a I’aide d’'une pince, ce qui maintient les nodules intacts et amédiore les
chances d’ obtenir des cultures viables de bactéries. Rincer les nodules, puis les sécher avec du

papier filtre avant leur conservation.

1-2- Conservation des nodules
Les nodules frais séchés au papier filtre sont mis immédiatement dans le réfrigérateur

a4°C jusgu’ a48h pour un usage immediat.

Pour une longue conservation (6 mois al2 mois), il est recommandé d’ utiliser un dessiccateur
tel que le chlorure de Calcium (CaCl,) (Vincent, 1970). Le dessiccateur absorbe I’ humidité et
empéche la croissance des champignons et des autres bactéries.

La méthode utilisée est celle décrite par Vincent (1970) et Somasegaran et Hoben (1994), qui
consiste a remplir la moitié des flacons en verre par du CaCl, Ensuite mettre une couche de
coton sur laquelle les nodul es séchés sont déposés (Figure 9).

Chaqgue flacon seraidentifié par une étiquette portant les informations suivantes :
-Lenom latin de lalégumineuse (genre et espece).
-Lelieu et ladate de prélévement.
-La date de conservation.

Les flacons sont mis immeédiatement au réfrigérateur a4°C.
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Figure 8 - Prélévement des plantes et racines nodul ées de Vicia faba

Bouchon

—— Nodules

Coton

Figure9 - Conservation des nodules issus de la plante Vicia faba
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1-3-1solement des bactéries
L’isolement des bactéries a été réalisé a partir des nodules préalablement prélevés et

conservés a4°C.

1-3-1- Réhydratation des nodules
La technique d'isolement des bactéries est celle décrite par Vincent (1970) et
Somasegaran et Hoben (1994). Les nodules conservés par dessiccation sont réhydratées en les

placant dans |’ eau distillée pendant 24 heures au réfrigérateur a4°C.

1-3-2-Stérilisation des nodules

Sous la hotte a flux laminaire, les nodules sont immergés dans |’ é&thanol 95 % pendant
10 secondes, puis ont été désinfectés par une solution agueuse saturée d’hypochlorite de
calcium a 3% pendant 5 min. Enfin, les nodules sont rincés 10 fois a |’ eau distillée stérile et
laisser a gonfler dans I’ eau distillée stérile pendant 1heure apres le dernier ringage (Vincent,
1970).

1-3-3-Ecrasement et isolement des bactéries a partir desnodules
L’isolement est réalisé selon la méhode de Vincent (1970) dans des conditions

d asepsie tota e (hotte a flux laminaire, pince flambée, ...).

Dans une boite de Pétri stérile sont déposées 2 a 3 gouttes d’ eau distillée stérile bien séparées,
dans chacune d' elles est déposé un nodule stérile. Les nodules sont écrases avec une pince
stérilisée par immersion dans I’ éthanol et flambage au bec bunsen. A I'aide d’'une anse de
platine, une suspension de nodules (jus du nodule) est éaée sur les différents milieux
sdlectifs préconisés par Vincent (1970) (Annexel) : Yeast-Mannitol-Agar (YMA), YMA
additionné de rouge Congo (YMA +RC), YMA additionné de bleu de Bromothymol
(YMA+BTB), Glucose Peptone Agar additionné de pourpre de bromocrésol (GPA+ BCP) de
maniére a avoir des colonies isolées et faciles a caractériser. Les boites sont incubées a 28°C

pendant 3 jours.

L’ ensemencement est réalisé selon la technique des quatre cadrans de maniére a avoir des

colonies isolées (Figure 10).
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Figure 10 - Ensemencement par |a technique des quatre cadrans (Vincent, 1970)

1-3-4-Purification desisolats

Aprés identification des isolats selon leurs caractéres morphologiques et culturaux sur
les différents milieux sélectifs, des repiquages réguliers ont été nécessaires pour leur
purification. Dans des conditions d’ asepsie, une colonie de chague souche est ensemencée sur
milieu YMA au rouge Congo. Cette méthode de repiquage peut étre répétée jusqu’a
I obtention des colonies pures.

1-3-5-Examen microscopique par la coloration de Gram

La coloration de Gram permet de vérifier la pureté de la culture et de classer les
bactéries en deux grands groupes : bactéries Gram positif et bactéries Gram négatif (Annexe
3).

1-4 Conservation desisolats

La conservation des isolats a été réalisée sur le milieu YMA additionnée de 3 g/l de
CaCO3 comme agent neutralisant de I’ acidité. Le milieu est réparti dans des tubes a essai en
formant des géloses inclinées. A partir d une culture bactérienne en phase de croissance
exponentielle, des stries reégulieres sont effectuées sur la surface de la gélose. Aprées
incubation a 30°C pendant 48 heures, les tubes sont conservés a 4°C au réfrigérateur. Cette
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méthode permet une conservation de 6 a 12 mois (Vincent, 1970).
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2-Test de nodulation

Ce test est un caractere important et pratique pour les rhizobia ou BNL. (bactéries
nodulant les Légumineuses) et doit étre analyseé en détail (Graham et al., 1991).
Le but de ce test est d’'identifier nos isolats et d’' évaluer leurs capacités et leurs aptitudes a
former des nodules sur les racines de la plante héte dans des conditions bactériol ogiquement

contrélées (Vincent 1970).

2-1- Stérilisation et germination desgraines

Avant de procéder a la stérilisation des graines de feve, il faut les réhydratées on les
placant dans |’ eau distillée une nuit 24°C, et les sélectionner c'est-a-dire elles doivent étre non
endommagés, et de taille identique. Sous la hotte a flux laminaire, les graines ont été
désinfectées et stérilisées a I'éthanol 95% pendant 10 secondes, puis par une solution
d’ hypochlorite de calcium 3% pendant 5 min. elles sont ensuite rincées 10 fois avec |’eau
distillée stérile, puis laissées a gonfler dans le dernier ringage pendant 1 heure. Les graines
stériles ont été mises a germer dans un cristallisoir stérile contant de I’ eau gélosée semi solide
(10g/l d’ agar). Le cristallisoir a éé couvert avec du papier aluminium pour assurer |’ obscurité

et laissé atempérature ambiante 2a 3 jours jusgu'a la germination des graines (Figure 11).

2-2-Inoculation des graines

Les graines germées ont été transférées dans des flacons en verre de 200 ml remplis de
solution nutritive Fahraeus (Annexe 2) additionnée de CaCOs a 1% et fermés par du papier
aluminium perforés par deux trous, I’un par lequel on introduit la radicelle de la graine
germée et l'autre permettant I'introduction de I'inoculum bactérien. La suspension
bactérienne a éé apportée & raison de 1 ml (~10’cellules) par graine dés |'apparition des
racines |latérales.
Les plantes ont été cultivées en chambre de culture (température ambiante, photopériode 10
heures d'obscurité - 14 heures de lumiéere). Chague traitement a été répété deux fois. Un

,,,,,

nodules a été suivi au cours des 4 premiéres semaines apres inocul ation.

-
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Figure 11- Germination des graines de laféve

(a) Premier jour d’inoculation (b) Aprés 7 jours d’inoculation

Figure 12 - Test de nodulation dans des flacons en verre

23



Chapitrell : Matériel et méthodes

3-Caractérisation phénotypique desisolats
3-1-Tests physiologique
Plusieurs facteurs environnementaux peuvent affecter la population bactérienne dans

le sol parmi eux le stress salin (NaCl), le pH, latempérature.

3-1-1-Tolérance au NaCl
Les isolats sont cultivés sur milieu Y MA avec différentes concentrations de NaCl : 1%, 2%,
3%, 5% ,10%. Incubation a28°C pendant 48 a 72 heures.

3-1-2- Température de croissance
Les isolats sont cultivés sur milieu YMA et incubés aux températures suivantes : 4°C,
20°C, 28°C, 37°C, 44°C pendant 48 a 72 heures.

3-1-3-Effet du pH
Les isolats sont cultivés sur milieu YMA aux différents pH: 4, 5.5, 6.8, 9,10.
Incubation a28°C pendant 48 a 72 heures.

3-2-Test nutritionned : Utilisation de la Sour ce de carbone

Les isolats ont éé mis en culture sur le milieu YMA ou le mannitol est remplacé par
0.1% (wi/v) des sucres suivants : Galactose, Fructose, Sorbitol, Saccharose, Lactose, Maltose,
une boite témoin est réalisée avec le mannitol. Incubation des boites a 28 °C pendant 48 a 72

heures.

3-3-Testsbiochimiques

Le but de ces tests est |a recherche de certains enzymes jouant un réle important lors
du processus d'infection des racines par les rhizobia, particuliérement : la nitrate réductase,
I"uréase et la cellulase.

3-3-1-Réduction desnitrates

La présence ou I’absence de nitrate-réductase se fait par la mise en évidence de la
transformation des nitrates en nitrites. Les isolats sont cultivés sur le bouillon TY (Annexel)
additionné de KNO3 a 0.1%(p/v) et incubés pendant 4 jours a 28° C. Aprés incubation on
gjoute quelques gouttes des réactifs nitrate réductase | et [1 (Annexe 1), réactifs spécifiques a

larecherche de nitrate-réductase. Une coloration rose ou rouge du milieu désigne une réaction
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positive, mais certaines bactéries réduisent les nitrates directement en azote gazeux (N,) ' est-
a-dire une coloration rose obtenue apres addition de poudre de zinc. Le zinc est un agent qui a
la capacité de réduire les nitrates en nitrites (Guiraud, 1998).

3-3-2-Hydrolysedel’urée

L’ urée est un composé organique considéré comme une source unique de I’ azote aux
bactéries possedant une uréase, grace a cette enzyme les uréolytiques peuvent décomposer
I’'urée en ammonium qui conduit a une alcalinisation du milieu de culture. La mise en
évidence de I’ uréase est effectuée sur le milieu YMA contenant 2% (p/v) d'urée et 0.012 g de
rouge de phénol comme indicateur de pH (Jarvis et al., 1977). Aprés la sté&rilisation de la
solution d'urée par filtration (millipore 0.22 pm), on la rgoute au milieu préalablement
stérilise par autoclavage et maintenu a45°C. Apres 48h d’incubation a 28°C, les résultats sont
évalués par un changement de la coloration du milieu. Une coloration rouge ou rose fuchsia
indique | hydrolyse de I’ urée et donc acalinisation du milieu.

3-3-3-Activité cdlulolytique

L’enzyme carboxy-methyl-cellulase appelée aussi B-1,4-D-glucanase ou CMCase est une
enzyme qui joue un réle dans la nodulation et la phase initiale du processus d’infection (Bhat,
1997 ; Hu et al., 2009). Une colonie bactérienne est mise en culture sur le milieu YMA
contenant 0.25% (w/v) de carboxy-methyl-cellulose (CMC). Apres incubation pendant 5 jours
a 28°C, les colonies issues de ce milieu sont rincées délicatement a 1’eau courante, puis
inondées d’une solution de rouge Congo (1 mg/ml) et incubées a 1’étuve a 28°C pendant 30
min. la solution du colorant rouge Congo est remplacée par une solution de NaCl 1M, et
laissee a température ambiante. Apres 30 min les boites sont vidées et les colonies
apparaissent sur le fond rouge de la boite avec un halo jaune orangé mettant en évidence

I activité endoglucanasique.

-
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4-Caractérisation moléculaire par PCR/RFLP d’une partie conservée de

I”’ADNr 16S
4-1-Extraction del’ADN

L’ extraction de I’ADN total destiné a I'amplification par PCR, a été réalisée a partir
des colonies bactériennes cultivées sur milieu gélosé YMA a 28°C pendant 48 heures. Les
cellules jeunes ont été traitées a la protéinase K (Laguerre et al., 1997). L’ équivaent
d’environ 10 pl de cellules (une o€se métallique pleine) est mis en suspension dans 200 pl de
tris HCl a 5 mM (pH 8,2) auquel est ajouté 10 pl de protéinase K a 1.3 mg/ml d’eau milliQ.
Ce mélange est incubé a 55°C pendant une nuit, puis la protéinase K est dénaturée a 100°C
pendant 10 min. A partir du surnagent contenant I’ ADN cible, nous avons effectué la réaction
de PCR.

4-2-Amplification d’une partiedel’ ADNr 16S par PCR

La réaction en chaine par polymérase (PCR: Polymerase chain reaction) permet
d amplifier de fagon exponentielle un fragment d'/ADN cible pour faciliter son éude.
Larégion d une partie conservée de I’ ADNr 16S a été amplifiée en utilisant les amorces A1l et
A2:
Amorce sens (Al) : 5-TCA AAG TGA ATT GAC GGG GGC-3
Amorceanti-sens  (A2) : 5-GCC CGG GAA CGT ATT CAC-3
La réaction d’amplification (PCR) s’effectue dans un volume final de 25 pl contenant 250 uM
de dNTP, 0,1 uM de chaque amorce, le tampon PCR a 1X 0,2 mM de MgCl2, 5U/ul de Taq
ADN polymérase (Promega) et 3 ul d’ADN.
La réaction de PCR a éé réalisée dans un thermocycleur (Eppendorf- Mastercycler PCR
Allemand) (Figure 13). Le programme d’amplification comporte une étape de dénaturation
initiale de 10 min & 94°C, 35 cycles PCR (dénaturation 30 sec a 94°C, hybridation 30 sec a

50°C, extension 30 sec a 72°C) et un cyclefinal d’ extension de 10 min a72°C.
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Figure 13- Thermocycleur utilisé dans laréaction de PCR

4-3 Electrophorése d’ ADN sur gel d’agarose

Afin de vérifier la qualit¢é de la réaction d’amplification, 8ul de produits PCR
additionné de 2 ul de tampon de charge ont été séparés par électrophorése horizontale sur gel
d’agarose (Promega U.S.A) a 3 % dans lequel ont été ajouté 4 pl de BET (10mg/ml-
Promega). Ce gel a été placé dans la cuve d’ électrophorese MUPID (Advance) a 100 V
pendant 20 min dans une solution de tampon TBE (Tris-Borate EDTA 1X) préparé a partir de
TBE 10X. Le Smart Ladder (Genetics) a été utilisé comme marqueur de poids moléculaire.
Lavisualisation a été faite sous UV al’aide d’un imageur relié a une imprimante. La présence

del'ADN est révélée grace ala fluorescence du BET piégé entre les molécules.

4-4-Digestion des produits PCR par I’enzyme derestriction ECoR1

Le polymorphisme de longueur des fragments de restriction est une technique qui a
pour but de couper les fragments d ADN amplifiés par PCR. L’ADN est clivé grace a une
enzyme de restriction au niveau d’'un site spécifique, appelé site de restriction de I’enzyme
constitué de quelques paires de bases. La taille des fragments de restriction obtenus a été
analysée par éectrophorése. L’ enzyme choisie est ECOR1, qui reconnait le site de restriction

de la séquence suivante :
EcoR |

5. . GAATTC ... .3
3...CTTAAG...5
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Un mélange réactionnel d’un volume final de 10 pl a été préparé par 1 ul de tampon
réactionnel 10X spécifique de I’enzyme EcoR1 (Promega), 10 U d’enzyme (1 pl), 8uL de
produits PCR. La digestion a éé réalisee a 37°C pendant une nuit. Les fragments de
restriction obtenus apres ajout de 2 pl de tampon de charge ont été séparés par électrophorese
sur gel d’agarose a 3% (Promega USA) dans lequel ont été ajouté 4ul de BET, placé a 100 V
pendant 2 heures dans du tampon TBE (Tris-Borate 89 mM, EDTA 20 mM, pH 8,3). Le
marqueur Smart Ladder (Genetics) a été utilisé comme margueur de poids moléculaire. Le gel
a été visualisé sous UV al’aide du méme imageur utilisé précédemment pour la PCR. Les
profils de bandes caractéristiques ainsi obtenus ont été comparés entre eux afin de pouvoir

différencier les profils génotypiques des bactéries précédemment isol ées.
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Résultats et Discussions
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1- Caractérisation phénotypique desisolats
1-1- Etude morphologique et culturale

Afin d'identifier les isolats nodulant Vicia faba, nous nous sommes basé sur I’ éude de
quelques caractéres morphologiques et culturales des colonies poussant sur des milieux sélectifs
de Rhizobium.

a) Croissance sur lemilieu YMA
Au bout de 48-72h d’incubation a 28 °C sur le milieu YMA, les cultures des cellules jeunes
donnent des colonies circulaires, bombées avec un diamétre de 2 a 4 mm, de couleur blanche ou

laiteuse, lisse, brillante avec une texture translucide ( Figure 14a).

b) Croissance sur le milieu YMA + Rouge Congo
Les colonies sont de couleur blanche ou occasionnellement rose, donc les isolats absorbent
peu ou pas le rouge Congo (Figure 14b). Ce qui explique la pureté de nos isolats car les

contaminants absorbent fortement ce colorant et présentent un aspect rouge.

c) Croissance sur le milieu YMA + bleu de bromothymol (BTB)

Apparition des colonies avec virage du milieu de culture au jaune, indiquant une production
d acide estimée par le bleu de bromothymol, ce qui confirme que nos isolats sont a croissance
rapide (Figure 14c). Contrairement aux souches a croissance lente qui acainisent le milieu de

culture.

d) Croissance sur le milieu GPA contenant le pourpre de bromocrésol (BCP)
Les résultats n’ont montré aucune modification du milieu apres 72 h d'incubation (Figure 14d),
généralement ce milieu est utilisé pour le contréle de la pureté des isolats.

1-2- Caractéres microscopiques

La coloration de Gram a révélé que |I'’ensemble des isolats testés sont des bactéries Gram
négatif en forme de bétonnets (Figure 15). La coloration de Gram a permis également de vérifier la
pureté de la culture.
Les résultats trouvés selon [|'étude des caractéristigues morphologiques, culturales et
microscopiques sont en concordance avec ceux observés par Vincent (1970), Jordan (1984),
Rodriguez et al., (1987), Beck et al., (1993), Somasegaran et Hoben (1994). Chez les rhizobia.Et de

ce fait, nous avons sélectionné 5 isolats nodulant Vicia faba cultivé dans la région de Didouche

)
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Mourad Constantine qui peuvent appartenir au genre Rhizobium. Ces isolats ont é&é nommeés: F2,

F3, F5, F7 et F8. D’ autres tests phénotypiques ont été nécessaires pour compléter ces résultats.

1-3- Test nutritionnel : utilisation de la sour ce de Carbonne

Le Tableau 2 montre que les différentes sources de carbone peuvent étre utilisées par la
plupart des isolats, mais on observe également une |égére différence entre les différents isolats pour
I"utilisation des sucres. La Figure 16 montre quelques exemples de croissance des isolats en
présence de certains sucres. Tous les isolats montrent une bonne croissance en présence du D-
mannitol et les hexoses comme le D-galactose et le D-fructose. Il existe une fréquence de
dégradation variable des disaccharides (maltose et saccharose) par nos isolats. Une absence de
croissance a été observée en présence du sorbitol et du lactose a I’ exception d'une seule souche
pour chagque sucre avec une trés faible croissance.

Les résultats de cette étude montrent que nos isolats sont capables d'utiliser une grande
variété de carbohydrates. Ceci appuie |'observation faite par Vincent (1970), Jordan (1984),
Lindstrom et Lehtomaki (1988), Somasegaran et Hoben (1994) et (Amarger et al., 1997) sur la
capacité des rhizobiums a utiliser différents sucres. D’ autres constatent qu’il existe des différences
dans cette utilisation des carbohydrates (Rodriguez et al ., 1987 ; Struffi et al., 1998).

Tableau 2 —Croissance des isolats en présence de différents sucres

cres | Maltose | Saccharose | Mannitol Sorbitol Lactose | Gaactose | Fructose

Souch
F2 - + +++ - - ++ +++
F3 + ++ +++ - + ++ +++
F5 - - +++ - - ++ +++
F7 + + +++ - - +++ +++
F8 + ++ +++ + - ++ +++

(+++) : Trés bonne croissance
(++) : Bonne croissance

(+) : Faible croissance

(-) : Absence de croissance
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Croissance sur le milieu YMA +
BTB

Croissance sur le milieu
YMA+RC

Croissance sur le milieu
GPA+BCP

[ Figure 14- Croissance des isolats sur différents milieux de cultures ]
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[ Figure 15- Coloration de Gram ]

Saccharose

[ Figure 16- Croissance des isolats en présence de quel ques sucres ]
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1-4- Tests physiologiques
1-4-1- Tolérance au NaCl

Nous avons rassemblé dans le tableau 3 les différents résultats du test de NaCl. Tous les
isolats ont toléré une concentration de 1% de NaCl, ceci est conforme aux résultats de Struffi et
al.,(1998), qui ont montré que des souches de Rhizobium a croissance rapide ont pu pousser sur un
milieu solide (YMA) a cette concentration. Hosny et al.,(1991) ont recherché la tolérance au sel
des souches de Rhizobium leguminosarum nodulant Vicia faba, ils ont constaté que 55% de ces
souches ont poussees a un taux de NaCl de 1% et seulement 2% ont survécu a une concentration de
NaCl de 6%.

Aux concentrations en NaCl de 2% et 3%, deux isolats seulement poussent faiblement (Figure 17).
Lindstrom et Lehtomaki ont rapporté également que 3 sur 13 souches de Rhizobium leguminosarum
ont seulement toléré une concentration de 2% de NaCl. Dans notre étude, aucune souche n’arrive a

supporter la concentration de NaCl a5% et 10% (Figure 17).

Tableau 3 -Croissance des isolats a différentes concentration de NaCl

NaCl Témoin 1% 2% 3% 5% 10%
Souches
F2 +++ +++ + + - -
F3 +++ +++ - - - -
F5 +++ +++ - - - -
F7 +++ +++ - - - -
F8 +++ +++ + + - -

(+++) : Trés bonne croissance
(++) : Bonne croissance

(+) : Faible croissance

(-) : Absence de croissance

1-4-2- Température de croissance

Les résultats de test de température ont révélé que tous nos isolats ont pu croitre aux
températures 20°C et 28°C, avec une croissance optimale a 28 °C. Aucune croissance n'a été
observée aux températures 4°C, 37°C, et 44 °C (Figure 18) (Tableau 4). Graham (1992) a rapporté
que les rhizobia peuent se développer a des températures se situant entre 28°C et 31°C, et que la
température optimale de croissance de la plupart des souches est 28°C. Mais, il existe des souches
qui tolerent des températures extrémes comme celles qui nodulent certaines |égumineuses dans les
régions arctiques (Lipsanen et Lindstrom, 1989) ou bien celles isolées dans I’ environnement chaud

=)
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et sec de la savane du sahel en Afrique et qui peuvent tolérer des températures au-dela de 40°C
(Karanja et Wood, 1988). Les températures éevées engendrent la déshydratation et |a dégradation
des enzymes de la voie métabolique des bactéries. Par contre, les basses températures entrainent la
gdlification de I’eau cellulaire et I'inactivation parfois irréversible des enzymes (Cloutier et al.,
1992).

Tableau 4- Croissance des isolats a différentes températures

T°C 4°C 20°C 28°C 37°C 44°C
Souches
F2 - ++ +++ - -
F3 - ++ +++ - -
F5 - ++ +++ - -
F7 - + +++ - -
F8 - ++ +++ - -

(+++) : Trés bonne croissance
(++) : Bonne croissance

(+) : Faible croissance

(-) : Absence de croissance
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[ Figure 17- Croissance des isolats a différentes concentration de NaCl ]
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3-3- Effet du pH

Lesisolats ont été capables de pousser sur une gamme assez large de pH allant de5.5a9, la
croissance est généralement absente a pH= 4 et 11 (Tableau 5). Un optimum de croissance pour
tous les isolats testées est remarqué au pH=6.8 La Figure 19 montre quelques exemples de
croissance a différents pH. Jordan (1984) a montré que la réponse des rhizobia face a une
fluctuation du pH varie d’une souche a une autre. D’ aprés Graham et al.,( 1994) peu de rhizobia
poussent a pH < 5 . En effet, Glenn et Dilworth (1994) ont rapporté qu’un groupe des souches

bactériennes a croissance rapide atendance atolérer des milieux basiques allant jusqu'a pH 10.

Tableau 5- Croissance des isolats a différentes concentration de pH

pH 4 5,5 6,8 9 11
Souches
F2 - ++ +++ ++ -
F3 - ++ +++ ++ -
F5 - ++ +++ ++ -
F7 - ++ +++ ++ -
F8 + ++ +++ ++ -

(+++) : Trés bonne croissance
(++) : Bonne croissance.

(+) : Faible croissance

(-) : Absence de croissance.
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[ Figur e 19-Croissance des isolats a différentes concentration de pH ]
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1-5- Testsbiochimiques

1-5-1- Réduction desnitrates
La réduction des nitrates par la nitrate réductase se traduit par production des nitrites
(réaction ci-dessous), qui donne une réaction colorée en rouge en présence d acide sulfanilique

«nitrate | » et |” apha naphtylamine « nitrate I1 » en solution dans de |’ acide acétique concentré.
NO; +2H" +2¢ — NO; + H,0

Aprés |’ addition de 2 & 3 gouttes des réactif nitrate | et Il a la culture bactérienne, on observe un
virage de la couleur du milieu vers le rouge (Figure 20) (Tableau 6), ceci signifie que tous nos
isolats possédent |I’enzyme nitrate réductase qui décompose les nitrates en nitrites les mémes
résultats ont été obtenus par Struffi et al.,(1998) et Manhart et Wong (1979). Cependant, d autres
auteurs ont constaté que certaines especes de Rhizobium a croissance rapide ont réagit différemment
dans la réduction des nitrates en nitrites, en montrant une réaction négative a cause de I’ absence de
I’ enzyme nitrate réductase (Lehtomaki, 1988 ; Strufii et al., 1998).

Les nitrates sont la source préférentielle d' azote pour la plupart des microorganismes et des plantes
(El Hilai, 2006). La présence des nitrates dans le sol affecte la capacité de I’infectivité des racines

des legumineuses par les rhizobia.

Tableau 6 —Réduction des nitrates par lesisolats

w F2 F3 F5 F7 F8
Enzyme

Nitrate + + + + +

réductase
(+) : Positif
(-) : Négatif

1-5-2- Hydrolysedel'urée
La mise en évidence de la capacité des rhizobia a hydrolyser |’ urée est initialement décrite

par Jarvis et al., (1977). Parmi nos isolats, seules les souches F7 et F8 ont données un résultat
positif en acalisant le milieu de culture, en utilisant le rouge de phénol comme indicateur de pH
(Figure 21)(Tableau 7).L’ augmentation du pH du milieu de culture suite a une réaction hydrol ytique
de I’ urée par les isolats se traduit par un virage de la couleur de I’ orangé rouge au rose violet .ceci
indique la dégradation de |’ urée et la libération des ions d’ ammonium (Mobley, 1992).par contre le
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reste des isolats n’ont donné aucune alcalinisation du milieu ce qui indique I’ absence de I’ activité

uréolytiques chez cesisolats.

Tableau 7- Hydrolyse de I’ urée par lesisolats

Souches F2 F3 F5 F7 F8
Enzyme
Uréase - - - + +
(+) : Positif
(-) : Négatif

1-5-3- Activité cellulolytique

L’hydrolyse de carboxy-meéthyl-cellulose se manifeste par un hao jaune autour des
colonies apres coloration au rouge Congo 1mg/ml (p/v). Une activité cellulolytique est observée
chez tous nos isolats (Figure 22) (Tableau 8). Les résultats obtenus pour cette étude se sont révélés
en concordance avec ceux obtenus par Struffi et al., (1998). Fahraeus (1957) suppose que
Rhizobium stimule les plantes a produire des polygalacturonases qui dégradent la paroi cellulaire
au niveau du site d'infection et favorisent la pénétration des rhizobia. Par contre d’ autres auteurs
ont montré que Rhizobium produit I’ enzyme cellulase qui dégrade |es ponts glucidiques de la paroi
cellulaire des cellules végétales, et facilite aux rhizobia de pénétrer atravers les microfibres de la
membrane cellulaire (Mateos et al., 1992).

Tableau 8- Hydrolyse de la carboxy-meéthyl-cellul ose par les isolats

Souches | F2 F3 F5 F7 F8
Enzyme
Carboxy -methyl + + + + +
-cellulose
(+) : Positif
(-) : Négatif
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Alcalinisation du milieu Acidification du milieu

[ Figure 21- Résultats de I’ hydrolyse de I’ urée ]

[ Figure 22— Résultats de I’ activité cellul ol ytique chez nos isolats ]
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2- Caractérisation symbiotique: Test de nodulation

Chaqgue isolat caractérisé morphologiquement a été testé in vitro pour sa capacité a former
des nodules sur les racines de la légumineuse hote (feve). Aprés 4 semaines de croissance des
plantes (Figure 23), deux isolats seulement (F2 et F5) ont pu nodulés les racines de la plante
hote.ces isolats ont montré une faible infectivité avec des nodules de petite taille comprise entre 1 et
3 mm, de couleur blanche a rose claire (Figure 23). Pour les isolats (F3, F7 et F8), le test de
nodulation s est avéré négatif, ce résultat non espéré qui s explique par une croissance limitée des
plantes est probablement due aux conditions défavorables de photopériode, d’ humidité, etc., ains
ces isolats ont probablement perdu leur pouvoir de nodulation.

3- Caractérisation génotypique des isolats par PCR/RFLP d’une partie de
I”’ADN 16S

L’identification bactérienne se fait traditionnellement a partir des caractéeres phénotypiques de la
bactérie : coloration de Gram, morphologie, aptitude a croitre sur certains milieux de cultures,
caracteres biochimiques et physiologiques etc. détectés par diverses techniques. Toutefois certaines
bactéries sont mal identifiées phénotypiquement pour diverses raisons. La caractérisation
génotypique simplifie dans ce cas I’identification. L’ analyse du polymorphisme de la longueur des
fragments de restriction du géne de I’ADNr 16S amplifié par PCR est I’une des méthodes les
utilisées pour I'identification des rhizobia (Young et al., 2001). Elle est rapide, ne nécessite pas de

grandes quantités de matiere premiere.

3- 1- Amplification par PCR d’une partiedel’ADNr 16S

L’ amplification par PCR delarégion d une partie conservée de I’ ADNr 16S a été réalisée
pour nos 5 isolats, trois seulement ont pu s amplifié et donner chacun une seule bande dont lataille
est proche de 600 paires de bases (Figure 24).
Les termes de « 16S court » et « 16S long » sont utilisé dans le langage court des microbiol ogistes
pour faire références a différentes longueurs de séquences amplifié. « 16S court » fait référence a
I”amplification d’une partie du géne codant pour I’ADNr 16S, le plus souvent les 500 premier
nucléotides. Pour la pluparts des souches le pouvoir discriminant semble suffisant pour discriminer
les espéces entre elles. Pour différencier certains genres ou pour décrire une nouvelle espéce,
I"amplification du 16S long reste nécessaire (Clarridge 111, 2004)
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Figure 24- Profils électrophorétiques des produits d’ amplification d’ une partie de
I”’ADNr 16S

3-2- Profilsderestriction enzymatique d’une partiedelarégion 16Sdel’ ADNr

L’analyse du polymorphisme de la longueur des fragments de restriction par I’enzyme
EcoR1 d'une partie du gene ADNr 16S amplifié par PCR, n’a généré qu’ une seule bande dont la
taille est toujours proche de 600 pb correspondant aux 3 isolats (Figure 25). Ceci s explique que les
3 fragments d ADN n'ont pas éé coupés par EcoR1, et de ce fait on n'observe aucune
discrimination entre les isolats. Cette enzyme n'a pas été efficace I’ application d’ autres enzymes de

restriction serait nécessaire pour vérifier s'il existe un polymorphisme entre nos isolats.

F5 F7 B M

2072
1500

Figure 25- Profils é ectrophorétiques de restriction enzymatique par I’ enzyme
EcoR1 par RFLP dune partie larégion 16S del’ ADNr.
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Conclusion

L’ objectif principal de ce travail est |I'isolement et la caractérisation phénotypique et
génotypique des bactéries nodulant les racines de féve (Vicia faba) cultivée dans la région de
Didouche Mourad Constantine.

Les résultats de I’ étude morphol ogique, microscopique et culturale aprés la croissance
des isolats sur des milieux séectifs, ont montré qu’ils peuvent appartenir au groupe des

rhizobia selon les caractéristiques soulignées par Vincent (1970) et Jordan (1984).

Dans le sol, la croissance des rhizobia exige la présence d enzymes spécifiques tels

gue lanitrate-réductase, uréase et la cellulase. Ces enzymes sont présentes chez nos isolats.

Pour les facteurs environnementaux la salinité considérée comme un facteur limitant le
dével oppement des bactéries du sol. On marque une variabilité de tolérance au NaCl par nos
isolats, jusqu’a une concentration de 2% en NaCl. Par contre aucune croissance n’'a été
observée aux concentrations 5% et 10% de NaCl, ce qui explique que nos isolats ne peuvent
pas tolérer de forte concentration en NaCl. Quant a I'effet de la température nos isolats
peuvent croitre entre les températures 20°C et 28 °C. Une croissance optimale des isolats est
obtenue a pH 6.8. D’autres souches résistent a pH acide de 5.5. Certaines tolerent un pH
acalin égal a9.

La majorité des carbohydrates testés se sont avérer de bonnes sources de carbone pour
la plupart des isolats étudiés avec une assimilation préférentielle des disaccharides et des
polyalcools.

L’inoculation de la plante cultivée dans des flacons en verre contenant une solution
nutritive sans azote et la mesure de I’ infectivité en conditions bactériol ogiquement contrél ées
aréevélé quetroisisolats n’ont pas pu nodulés les racines de la plante hote en présence d’ azote
atmosphérique. Ce résultat négatif est probablement du aux conditions défavorables
(photopériode, humidité....)

L’ analyse géenotypique par PCR/RFLP d’'une partie conservée de I’ADNr 16S n'a

révél é aucune discrimination entre les isolats.

-
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Annexes

Annexel

Milieux de culture

. Milieux de culture bactérienne:
Composition demilieu YMB (Yeast Mannitol Broth) en g/l (Vincent, 1970)
Mannitol 10.00

K2HPO4 0.50
MgS04.7H20 0.20
NaCl 0.10
Extrait de levure 0.50
Eau distillée 1000ml
pH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes

Composition demilieu YMA (Yeast Mannitol Agar) en g/l (Vincent, 1970)

YMA 1000ml
Agar 18
pH6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes

Composition de milieu YMA + Rouge Congo en ¢/l

YMA 1000 ml
Solution stock de rouge Congo 10ml
Agar 18

pH 6.8

Autoclavage 120° pendant 20 minutes

Apres gustement de pH on goute 10ml de rouge Congo (0.25g rouge Congo dans 100ml

d eau distillée), puison goute I’ agar.
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Composition de milieu YMA+bleu de bromotymol en g/l

YMA 1000ml
Solution stock de bleu de bromothymol 5ml
Agar 15

pH 6.8

Autoclavage 120 ° pendant 20 minutes
Apres gjustement de pH on goute 10ml de bleu de bromotymol (0.5g BTB dans 100ml
d’ éthanol), puis on goute |’ agar.

Composition de milieu GPA (Glucose Peptone Agar) +pourpre de bromocrésol (g/l)
(Vincent, 1970)

Glucose 10
Peptone 5
Solution stock de pourpre de bromocreésol 10ml
Eau digtillée 100ml
Agar 18

pH 6.8

Autoclavage 120°pendant 20 minutes

Apreés gjustement de pH du milieu GPA on goute 10 ml de pourpre de bromocrésol (1g de

pourpre de bromocrésol dans 100 ml d éthanol), puis on goute |’ agar.

Composition de milieu YM A+ Carbonates de Calcium (g/l) (Vincent, 1970)

YMB 1000ml
CaCO3 1

Agar 18

pH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes
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Composition demilieu TYA (Tryptone Yeast Agar) (g/l) (Vincent, 1970)

Tryptone 5
Extrait de levure 3
CaCl2H20 0.87
Agar 18
pH 6.8

Autoclavage 120°pendant 20 minutes

Lesréactifsdu nitrateréductase

Réactif | : acide sulfanilique & 3% préparé dans |’ acide acétique 5M.

Réactifs |l : a naphyltylamine a 0.5% préparé dans I’acide acétique SM.




Solution de culture des plantes

Solution nutritive de Fahraeus,1957 (g/l) (Vincent, 1970) :

CaCl2

MgS04.7H20

KH2PO4

Na2HPO4.2 H20

Citrate ferrique

Solution stock des oligoéléments
pH 6.8

Solution stock des oligoéémentsen g/l

H3BO4
MnS04.4H20
ZnS04.7H20
CuS0O4. 5H20
Na2ZMoO4. 2H20

Annexe 2

0.100
0.120
0.100
0.150
0.005
1.0ml

2.86
2.03
0.22
0.08
0.14

Autoclavage a 120°C pendant 20 minutes.

Annexes
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Annexe 3

Coloration de Gram

A partir des cultures YMB de chaque souche, on prépare des lames pour la coloration, la
préparation est étalée en couche mince sous la hotte, le protocole expérimental consiste a:

- Recouvrir lalame par le violet de gentiane et laisser agir pendant 1 min.

- Verser sur lalame la solution iodée et laisser agir pendant 30 secondes.

- Incliner lalame et laisser tomber goutte a goutte I’ alcool acétone.

- Laver al’eau distillée.

- Recolorer avec de lafuchsine et laisser agir 1 min.

- Laver al’eau digtillée.

- Observation microscopique avec une goutte d’huile a immersion (Objectif 100).

=
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Annexe4

Solution et gel utilisésdansla
PCR/RFLP

e Composition dela solution tampon Tris—Borate— EDTA

TRIS (89 mM) 10,78 g
Acide borique (89 mM) 5509
EDTA (2 mM) 0,58 ¢
Eau distillée 1000ml
pH 8,2

e Ge d'agarose
Tampon TBE 100ml

Agarose 0849

=
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