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Résumé

Ce travail a été réalisé dans le but d’analyser phénotypiquement des isolats nodulants
Trigonella foenum-gracum L. cultivés dans I’Est Algérien dans deux Wilaya : Mila
et Skikda. Dans cette étude, un total de 12 isolats ont été obtenus a partir des nodules
racinaires, caractérisés par une étude phénotypique (tests biochimiques, nutritionnels,
et tests physiologiques) donnant une description comparable a celle des BNL.

L’¢étude montre que tous les isolats ont une croissance rapide. Ce sont des batonnets a
Gram-, cellulase+, uréase+, nitrates réductase+, oxydase- et catalase+.

Les isolats sont capables d’utiliser une moyenne gamme de substrats carbonés et
azoteés.

L’étude de la tolérance au différents stress abiotiques a montré que nos isolats
peuvent croitre a un large intervalle de pH et températures, ainsi qu’une grande

tolérance a la salinité allant jusqu’a 10% de NaCl.

Mots clés : Trigonella foenum-gracum L., BNL, isolats, caractéres phénotypiques,

nodules racinaires.



Abstract

This work has been realized for phenotypic analysis of nodulating isolates Trigonella
foenum-gracum L.grown in the algerien East from two regions: Mila and Skikda.

In this study, 12 isolates were isolated from root nodules.Characterized by a
phenotypic study (biochemical tests, nutritional tests, and physiological tests) which
gives a desciption comparable to BNL.

The study showed that all isolates are growing rapidly. They are rods, Gram-,
cellulase™, urease”, nitrate réductase”, oxidase™ and catalase™. Isolates are able to use a
mid range of carbon substrates and nitrogen

The study of tolerance to different abiotic stress showed that our isolates can grow at
a wide pH intervaland temperatures, as well as a high tolerance to salinity going up to
10% of NaCl.

Key words: Trigonella foenum-gracum L., BNL, isolates, phenotypic characters, root
nodules
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Introduction

L’azote (N2) est un élément présent sous différentes formes, dans 1’atmosphere,
I’hydrosphére, la lithosphére et la biosphére (mati¢re organique). Il est trés abondant
dans la croute terrestre mais cette forme est inaccessible a la plus part des étres vivants.

La fixation biologique est la transformation d’azote moléculaire en azote
ammoniacal. Elle permet de produire des substances protéiques a partir de 1’azote
gazeux présent dans 1’atmosphere et elle est due a I’activité des microorganismes trés
specifiques (diazotrophes), se fait par deux processus naturels différents : fixation libre
et fixation symbiotique.

Les Iégumineuses constituent une famille trés importante de plantes a fleurs,
dont I'une des propriétés majeures est qu’elles peuvent former un partenariat
(association symbiotique) avec une classe des bactéries (BNL) capable de fixer 1’azote
atmosphérique inerte. Elles développent des nodules sur leurs racines, dans lesquelles
les bactéries réduisent I'azote atmosphérique en ammoniac disponible pour la nutrition
azotée de la plante. Cette symbiose présente des intéréts environnementaux et
agronomiques puisqu’elle permet de réduire la consommation d’engrais chimiques
azotés.

La région de I’est algérien présente un climat méditerranéen relevant des étages
bioclimatiques humide, subhumide et semi-aride, elle se caractérise par une grande
diversité de légumineuses spontanées et cultivées (FAO, 2006).

Dans ce travail, la Iégumineuse étudiée est fenugrec (Trigonella foenum-gracum
L.) est une légumineuse annuelle appartenant a la famille des Fabaceae. C’est 1’une des
plus anciennes plantes médicinales et culinaires connues dans 1’histoire.

Dans le cadre du travail relatif a ce mémoire, nous sommes fixés ’objectif
suivant :

Analyse phénotypique des isolats nodulant Trigonella foenum-gracum.L cultivée dans
deux régions de I’Est Algérien, Mila et Skikda
Ce travail est réalisé selon le plan suivant :

- Isolement des bactéries a partir des nodules.

- Etude morphologique et microscopique des isolats

- Caractérisation phénotypique qui comporte une série de tests :

- Recherche des enzymes spécifique (nitrate réductase, uréase, cellulase,
oxydase, catalase).

- Tests nutritionnels (source de carbone, source d’azote).

- Effet des facteurs abiotiques (Température, NaCl , pH).
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1. Fixation biologique de I’azote

Le diazote (N,) est un gaz inerte représentant 78% de la composition de
I’atmospheére, mais cette forme est inaccessible a la plupart des étres vivants. En effet
les seuls organismes capables de l'utiliser sont des bactéries, dites diazotrophes (Day et
al, 2001) qui ont des organismes qui vivent librement dans le sol et 1’eau et certains
d’entre eux sont engagés dans des symbioses. Ces diazotrophes incluent des
cyanobactéries, des espéces de Bacillus et de Clostridium, des souches de Klebsiella
pneumoniae, ainsi que des membres des familles des Azotobacteriaceae et des
Rhizobiaceae et de 1’ordre des Rhodospirillales (Luciano, 2015).

La transformation de lI'azote moléculaire en azote combiné est appelée fixation
d'azote ; elle peut se faire selon des voies biologiques ou chimiques (Figurel) (Chafi et
al. 2009).

énitrification

Bactéries
fixatrices dazote
(actinorhizes ot nodules
de lsguminouses) e

Nitrate
NO3-

=3

2/
RS,
Nitrification Nitrobacter

Ammonium
NHg™* £)

Bactéries fixatrices d'azote (libres)
Arofobacter

Figure 1 : Cycle d’azote pour les écosystemes terrestres (Pujik et Normand 2009).

Nitrosomonas

La fixation biologique de L'azote représente environ 180 millions de tonnes
d'azote fix¢é par an, soit plus que 100 millions de tonnes dans 1’écosystéme terrestre
(Bogusz et Franche, 1985; Franche et al. 2009).Cette fixation est catalysée par le

complexe enzymatique de la nitrogénase (Luciano, 2015).
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1.1 Nitrogénase

En 1934, Burk a inventé le terme nitrogénase pour I’enzyme qui catalyse la
conversion de N3 en forme d’azote bioaccessible et initié¢ la premiere véritable étude de
la nitrogénase dans les cellules vivantes (Hoffman et al, 2014). Formé de deux protéines
nommées dinitrogénase (protéine MoFe) et dinitrogénase réductase (protéine Fe)
(Madigan et Martinko, 2007) et elle est inactivée par 1’oxygéne moléculaire (O)
(Jerome J et al, 2004).

La protéine Fe est un petit composant homodimére, possédant un cluster « fer-
soufre » (4Fe-4S), fonctionne comme un transmetteur d’¢lectrons-ATP dépendant, a
partir d’un donneur protéique tel que la flavodoxine et ferrédoxine, au deuxiéme
composant plus large hétérotétrameére : la protéine MoFe, qui contient le site pour la
fixation et la réduction de 1’azote. Elle posséde deux types de cluster : le P cluster (8Fe-
7S) et le co-facteur (MoFeco) qui est le site de réduction du substrat (Ferguson, 1998 ;
Dixon et Kahn, 2004).

La réaction requiert un donneur d’électrons en plus de 1’adénosine triphosphate
(ATP).les électrons sont générés de différentes maniéres dépendamment du
métabolisme de 1’organisme (Cheng, 2008). Ces électrons sont transférés directement a
la flavodoxine ou a la ferrédoxine, transporteurs qui assurent le transfert des électrons
de la protéine Fe de la nitrogénase et un cycle de réactions d’oxydo-réduction démarrera
en conséquence (Dixon et Kahn 2004; Cheng 2008).

Chez les bactéries fixatrices d’azote, la nitrogénase est codée par un ensemble
d’opérons incluant des génes de régulation (tels que: les genes nifLA), des genes
structuraux (tels que : nifHDK) et d’autres geénes supplémentaires (Cheng 2008). Deux
molécules de MgATP vont se lier a la protéine Fe réduite puis elles vont étre
hydrolysées pour qu’il y ait un transfert d’un électron de la protéine Fe a la protéine

MoFe (Figure 2).
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Figure 2 : Mécanisme d’action de la nitrogénase (Dixon et al,
2004).

1.2 Intérét de la fixation symbiotique d’azote

La fixation symbiotique d'azote est 1’'un des processus biologique les plus
importants qui influencent la production des plantes et la fertilité des sols (Franche et al,
2009).

Elle a fait I’objet d’intenses recherches, elle fournit plus de la moitié¢ de 1’azote
utilisé en agriculture. La fourniture d’azote fixé permet la croissance des plantes hotes
dans des sols qui sans cela, seraient limitant en azote. Celle-ci, réduit simultanément la

perte en azote par dénitrification et lessivage (Prescott, 2010).

Au cours de cette association a bénéfice réciproque, la plante fournit de 1’énergie
et généralement une protection a son symbiote, tandis que celui-ci fournit en retour de
I’azote sous des formes variées. (Riah, 2014)

La réduction de I’azote est chére en énergie et nécessite une grande dépense
d’ATP. Au moins 8 ¢électrons et 16 molécules d’ATP, quatre ATP en paire d’électrons,

sont requis (Prescott, 2010).

N, + 8H"+8 + 16ATP— 2NH; + H,+ 16 ADP +16Pi.

2. Symbiose

Association durable et réciproquement bénéfique entre deux ou plusieurs
organismes différents, pouvant appartenir a des régnes différents, vivant en équilibre les
uns avec les autres et tirant des bénéfices mutuels de cette union, mais pouvant vivre
séparément. Les partenaires de cette association sont appelés symbiotes ou

4
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symbionte (Marouf et Joel , 2007).

2.1 Symbiose Rhizobium-légumineuses

L’ association symbiotique entre certain bactéries a Gram négatif fixatrices
d’azote atmosphérique et les Légumineuses représente I'un des modeles les plus
importants d’interactions entre bactéries et plantes (Michael, 2007). Les plantes peuvent
alors bénéficier de 1’azote fixé par les bactéries et I’incorporer dans les acides aminés,

les nucléotides et dans d’autre composés vitaux contenant de I’azote (Murray, 2008).

La symbiose Légumineuses- Rhizobiums ne peut étre assimilée a une simple
coexistence issue d’un antagonisme et procurant en définitive des avantages réciproques
entre les deux adversaires. Elle constitue en fait une véritable collaboration pour la
création d’un processus métabolique irréalisable sans elle (René et al, 2011). Dans cette
arrangement, la plante procure aux bactéries nourriture et protection, tandis que les
bactéries lui fournissent de 1’azote “fixé” a partir de 1’atmosphére (Paul, 2005).

3. Les légumineuses

Les légumineuses (lat.leguminosus, de legumen) plantes dicotylédones
herbacées ou ligneuses dont les fleurs sont tres visibles et les fruits sont des gousses les
feuilles sont généralement altrenes et composées (Berthet, 2006). Ils jouent un rdle

particulier par leur capacité a exploiter I’azote gazeux (Anne et Christian, 2015).

Les cultures de légumineuses fournissent majoritairement des glucides, et des
proréines mais également une panoplie variée selon les especes des autres éléments
(lipides, fibres, éléments minéraux, vitamines) pour 1’alimentation des hommes et des
animaux (Anne et Christian, 2015).

3.1. Classification

La famille des légumineuses (Fabaceae ou Leguminosae) se situe au troisiéme
rang d’importance dans le régne végétal; elle regroupe plus de 18860 espéces
d’eudicotylédones, plantes herbacées, arbustes, arbres ou lianes, rencontrees dans le

monde entier (Muray, 2008).

Rassemblent toute une série d’espéces alimentaires, médicinales, industielles,
ornementalese et horicoles, souvent cultivées, dont les racines portent souvent des

nodosités a bactéries fixant I’azote (Dietrich et al, 2009).
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Trois sous-familles sont définies, et parfois élevees au rang de famille:

Les Mimosoideae : a fleurs actinomorphes et de distribution principalement
tropicale, avec 3000 espéces.(Martin, 2014). Sont regroupes en 77 genres et sont
nodulés a plus de 90% (Soussou, 2013).

Les Caesalpinoideae: a fleurs zygomorphes, les pétales latéraux couvrant

I’étendard dans le bouton, et de distribution surtout tropicale (150 genres et environ

3000 espéces) (Martin, 2014).

Parmi les espéces de Caesalpinioideae, seulement 23% ont été décrites comme

¢étant capables d’étre nodulées (Soussou, 2013).

Les Papilionoideae : constituent la plus grande sous-famille des Fabaceae , 97%
parmi les especes testées sont nodulées (Soussou, 2013). Fleurs zygomorphes, pétales
latéraux entourés par 1’étendard dand le boutoun (430 genres et 12000 espéces).
(Martin, 2014).

1. Légumineuse Trigonella foenum-gracum L.

4.1 Définition

Le fenugrec scientifiguement connu sous le nom de Trigonella appartient a la
sous- famille des Papilionaceae de la famille des légumineuses, Trigonella qui vient du
latin « trigonum » signifiant trigone/triangle, se référant probablement a la forme

triangulaire des fleurs (Villupanoor et al ,2008).

4.2 Origine
Le fenugrec est répandu autour du bassin méditerranéen et sur la cote ouest de la

mer Noire. Sa présence et son utilisation sont anciennes aux Indes, en Chine
méridionale, au Moyen-Orient et d'Egypte en Ethiopie. Il est cultivé en Afrique du Nord
(Tunisie), en Ukraine, en Inde et en Chine (Witchl et Anton, 2003).

4.3 Description botanique

Plante herbacée annuelle, poilue ou glabre selon les variétes peut atteindre 50 cm
de haut a tige dressée, rameuse, feuilles trifoliées (trois folioles), a folioles denticulees
(Ghedira et al, 2010) (Figure 3).

Le fruit est une gousse allongée, longue de 7-10 cm, pouvant atteindre 20 cm
.Graines sub-lisses tres dures aplaties, mesurant 3 a 5 mm de long et 2 a 3 mm de large

de couleur brun clair a brun rougatre,fleures axillaires, solitaires ou groupées par deux,
6
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de type papilionacé, de forme triangulaire (d’ou le nom de trigonelle) blanchatres de 12-

15mm de long(Figure3) (Ghedira et al ,2010; Miara et al ,2013).

Les feuilles contiennent 89% d’eau, 6% de glucides, 4% de protéines et moins
de 1% de lipides, ils sont aussi riches en minéraux, Calcium 40% , Fer 15% , et le
Phosphore 7%

Les graines contient 45-60% de glucides, 30% de fibres solubeles et 20%
insolubles, 20-30% de protéines, 5-10% d’huile. Elles sont une bonne source de

Magnesium , Fer , de Phosphore et vitamines (Mahbub et al,2018).

Figure 3 : (A):la plante Trigonella, (B): gousse, (C): feuille.

4.4 Les principaux constituants de la plante

Le fenugrec est une plante d’une grande qualité nutritive .Les graines sont d’une
composition hétérogéne de substances variées et renferment : les alcaloides
(trigonelline,choline ),des flavonoides (Ahmadinani et al ;2001) les principaux

constituants sont résumés en Tableau 1
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Tableau 1 : Principaux constituants chimiques de Trigonella foenum-gracum.
(Mahbubet et al 2018).

Alcaloides Acides aminés Flavonoide Fibres Autres

Trimethylamin  Isoleucine E&utoside neutre Coumarine

?I'rigonelline 4- Quercétine détérgent Lipides
hydroxyisoleucine

Neurin Histidine Vetixine fibre Vitamines

Gentianine Leucine Isovetixine Minéraux

Carpaine Lysine 28% mucilages

Choline 1-tryptophane 22% protéines

Bétaine Argenine Huiles fixes

4.5 Activités pharmacologiques

Plusieurs effets bénéfiques sur la santé ont été attribués a la consommation de

fenugrec parmi ces effets on cite :

4.6 Activité anti-diabétique

Le fenugrec contribue a stabiliser la glycémie en manifestant une action
inhibitrice sur les enzymes qui génerent le glucose au niveau du foie, notamment chez
les diabétiques modeérés. (Kumar et al, 2013) I’effet du fenugrec sur la glycémie
pourrait étre d0 a la présence d’un acide aminé 4-hydroxy-isoleucine, qui agirait sur la
sécrétion d’insuline, mais surtout aux fibres. Les feuilles auraient également un effet

hypoglycémiant (Ghedira et al, 2010).

4.7 Activité anti-oxydante

Un antioxydant est par définition une espece chimique plus ou moins complexe
diminuant le stress oxydant au sein de I’organisme (Desmier, 2016). Un certain nombre
d’antioxydants d’origine végétale sont des flavonoides. Le traitement par la graine de
Trigonella a démontré la restauration de I’activité altérée des enzymes antioxydants y

compris superoxyde dismutase (SOD), glutathion réductase (GR), catalase et glutathion
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peroxydase (GPx) dans les tissus comme le cceur, les muscles et le cerveau pendant le

diabéte. (YYadav et Baquer, 2014).

4.8 Activité anti-cancéreuse et anti tumorale

Plusieurs études sur les propriétés anticancéreuses de fenugrec ont été effectués
et ont montré des résultats positifs .Les constituants chimiques de Trigonella qui
posseédent 1’activité anticancéreuse sont les phytoestrogénes et les saponines (Meenakshi

et al, 2017).

Trigonella foenum-gracum contient aussi d’autres composants bioactifs ayant
une activité anticancéreuse et anti tumorale, la coumarine est un composé

polyphénolique possédant une activité anti tumorale (Patil et Jain, 2014).

4 9Activité anti-inflammatoire

Le fenugrec a été utilisé depuis longtemps comme un médicament traditionnel
dans plusieurs pays comme 1’Iran, Inde du sud et les pays d’Afrique comme un reméde
contre I’inflammation et ses effets. Les principaux constituants chimiques responsables
de D’activité anti inflammatoire sont les alcaloides, saponines et flavonoides. Non
seulement les graines qui ont une activité anti-inflammatoire mais aussi les feuilles
(Meenakshi et al, 2017).

4.10 Activité hypocholestéromiante

Les graines de fenugrec réduit le cholestérol sérique, les triglycérides et les
lipoprotéines. La consommation de fenugrec dans le régime alimentaire réduit
I’accumulation de triglycérides dans le foie (Kumar et al, 2013).Les composants
chimiques responsables de I’activité sont les saponines, spécifiquement diosgénine ,

galactomannane , et fibres (Meenakshi et al , 2017).

4.11 Utilisation traditionnelle

Les graines de T. foenum-graecum sont responsables de la plupart des propriétés
médicinales. Elles ont été utilisées depuis des millénaires notamment en médecines

traditionnelles arabo-islamique, chinoise et indienne (Oueslati et Ghedira ,2015).

Elle a servi a embaumer les momies, dans la Rome antique était utilisée pour
aider 1’accouchement. En Chine, les herboristes utilisaient ses graines pour traiter

’asthénie et favoriser la prise du poids (Patil et Jain, 2014 ; Ouestlati et Ghedira 2015).
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4.12 Classification taxonomique

Trigonella a une large diversité d’espéces ayant un potenticl économique, y
compris T.foenum-graecum qui est la plus populaire espece du genre par son
innombrable utilisation et propriétés (Basu et al, 2019). Plus de 260 espéces de

trigonella répandus dans le monde (Mahbub et al, 2018).

Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae

Sous- famille : Faboideae

Tribu : Trifolieae

Genre :Trigonella

Espeéce : Trigonella foenum-gracum.L

5. Rhizobium
5.1Généralité

La premiére bactérie nodulant une légumineuse a été isolée en 1888 par
Beijerink, et initialement nommée Bacillus radicicola, puis renommée Rhizobium

leguminosarum (Frank, 1889).

Une bactérie communément appelée « rhizobium » (du grec rhiza : racine et bios
: vie) (Soussou, 2013). Le premier critére pour l'existence du genre Rhizobium est leur
capacité d’envahir les racines des plantes légumineuses et de stimuler la production des
nodules. Le prestige de ces bactéries dans I’agriculture est expliqué par leur aptitude
d’entrer dans un rapport symbiotique avec la plante hote appropriée pour la fixation de

I’azote atmosphérique (Allen et Allen, 1950).

5.2 Caractéres généraux
Les rhizobia sont des bactéries a Gram négatif non sporulant, aérobies de 1,2 a

3um de longueur et de 0,5 a 0,9 de largeur, chimioorganotrophes, neutrophiles (pH
entre 6 et 7) et mésophiles (température optimale de croissance est entre 25 et 30°C),
mobiles par un flagelle polaire ou subpolaire ou bien par deux a six flagelles péritriches
(Somasegaran et Hoben , 1994).

10
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5.3 Caractéres symbiotiques

Les critéres symbiotiques indiquent la capacité infective, effective et compétitive
d’une souche donnée. L’infectivité des rhizobia exprime le pouvoir de la bactérie a
noduler une ou plusieurs légumineuses hétes. Elle peut étre facilement évaluée par le
dénombrement des nodosites formees. (El hilali, 2006)

5.4 Caracteres culturaux et biochimiques

5.4.1Caracteres culturaux
Sur le milieu YEMA (Yeast Extract Mannitol Agar), les rhizobia forment des

colonies circulaires bombées, aqueuses, translucides, laiteuses ou blanches opaques,

productrices d’EPS (Somasegaran et Hoben 1994).

5.4.2Caractéres biochimiques
Les rhizobia sont des bactéries aérobies ayant un systeme respiratoire ou

I’oxygene est 1’accepteur final d’électrons. Les rhizobia produisent de grandes quantités
d’éléments extracellulaires (EPS) et également les lipopolysaccharides constitutives de
la membrane externe et qui interviennent aussi aux différentes étapes de 1’infection
(Somasegaran et Hoben 1994).
5. 5Classification

La nomenclature des espéces de Rhizobium ¢était a ’origine formée par la
conviction qu’une classification naturelle pourrait étre basée sur la spécificité de la
gamme de plantes symbiotiques de souches et especes bactériennes (Young et al, 2001).

Les Rhizobia sont diverses et au cours des derniéres années leur classification a
connu de grands changements due au nouvelles données phylogénétiques et
polyphasiques menant a la description de nouveau taxon (Young et Haukka, 1996).
C’est un domaine en pleine croissance parce que de plus en plus les rhizobia sont isolés
et caractérisés chaque jour surtout les zones tropicales et la Méditerranée (Zakhia et de
Lajudie, 2001).

Les premieres classifications de rhizobia étaient fondées sur les tests de
I’inoculation cross, les especes étaient aussi classifiés en deux groupes : souches qui ont
une croissance rapides et des souches qui ont une croissance lente, sur la base de leur
temps de génération et le taux de croissance dans le milieu de culture (Rao et al, 2018).
Puis (Zakhia et al, 2004) ont proposés le terme BNL (bactérie nodulant des
Iégumineuses) pour éviter toute confusion entre le genre nommé Rhizobium et le terme

générale de bactéries nodulants (zakhia et al, 2004) (Tableau 2).

Il est intéressant de noter que dans un méme genre bactérien, il est possible de
11
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trouver a la fois des bactéries nodulantes et non-nodulantes (Masson-Boivin et al,

2009). Aujourd’hui, il est possible de créer des rhizobia non-nodulants grace aux

avancées génétiques, en mutant chez un rhizobia sauvage et fixateur d’azote, des genes

essentiels au fonctionnement de la fixation d’azote, tel que le géne nifH (Westhoek et

al, 2017).

Tableau 2 : classification actuelle des rhizobia. ( Shamseeldin et al, 2017).

Souches Rhizobium

Plantes hbtes

Classe : a- Proteobacteria

Ordre : Rhizobiales

Famille : Rhizobiaceae

Genre : Rhizobium (98) espéces

Différentes plantes hotes, pois, tréfle,
lupin, soja, lotus, phaseolus, astragale,

pois- chiches, sesbania, medicago,

mimosa, indigofera, hedysarum, Populus,

Vicia, Lespedeza, Oryza, Albizzia,
Kummerowia, Dalbergia, Caragana,
Trigonella, Sphaerophysa, Oxytropis,
Mung bean, Vigna, Rosa, Leucaena.

Genre : Ensifer (21) especes
(anciennement

Sinorhirobium)

Abrus, Lotus, Argyrolobium,
Psoralea, Glycine, Sesbania, Acacia,
Medicago,

Prosopis, Kummerowia, Leucaena.

Genre : Allorhizobium (1) espéce

Neptunia

Genre : Shinella

Kummerowia

Genre : Pararhizobium (5) especes

Tumeurs de fruits non symbiotiques

Famille : Phyllobacteriaceae

Genre : Mesorhizobium (40) especes

Différents hétes, pois-chiches, lotus,
astragale, sesbania, Prosopis, Albizzia,
Biserrula, Caragana, Anthyliis,
Robinia,

Alhagi, Anagyris, Acacia, Sophora

Genre : Phyllobacterium (8) especes

Lathyrus, Argyrolobium, Astragale,

Brassica, Phaseolus, Lotus, Sophora

Genre : Aminobacter (1) especes

Anthyllis

12
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Tableau 2 suite : classification actuelle des rhizobia. ( Shamseeldin et al,

2017).

111 famille Bradyrhizobiaceae

Genre : Bradyrhizobium (37) especes

Glycinec, Vigna, Lespedeza, Beta, Entada,
Pachyrhizus,dolique, Arachis, Cytisus,
Retama, Aeshynomene, Acacia, Inga,
Lupin, Phaesolus,niébé, Centrolobium,
Erythrophleum, Neonotonia, Desmodium,

Lupinus,
Genre : Blastobacter (2) especes Aeschynomene
Genre : Photorhizobium (1) espéces Aeschynomene
IV Famille : Hyphomicrobiaceae
Genre : Devosia (1) especes Neptunia
Genre : Azorhizobium (3) especes Sesbania

V famille Methylobacteriaceae

Genre : Methylobacterium (3) espéces

Crotalaria, Trifolium,phyllosphére

Genre : Microvirga (4) especes

Lupinus, Listia, niebé

VI famille Brucellaceae

Genre : Ochrobacterium (2) espéces

Lupinus, Cytisi

Ordre Burkholderiales

famille Burkholderiales

Genre : Burkholderia (17) especes

Dalbergia, Machaerium, Mimosa, Lebeckia,

Aspalathus, Papilionoid, légumes

Genre : Cupriavidus (anciennement

Ralstonia) (2) especes

Mimosa, Phaselous, Leucaena

13
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1 Etablissement de I’association symbiotique entre rhizobium et la plante
l[égumineuse

6.1 Les signaux moléculaires

Les légumineuses représentent une famille de plantes capables de fixer l'azote
atmosphérique par un processus de symbiose avec des bactéries du sol (Rhizobium).
L'initiation de ce processus repose sur un échange de signaux chimiques (Palmier
,2002).

La plante sécréte dans le sol des flavonoides qui sont percus par le rhizobium via
une protéine régulatrice (NodD). Celle-ci déclenche ’expression des geénes nod (nod

pour nodulation) aboutissant a la synthése d’une molécule signal : le facteur Nod (FN)

(Giraud ,2007).

6.2 Les genes de nodulation
Les genes nod codent pour des enzymes de la voie de biosynthése des facteurs
nod et ils peuvent étre classés en trois groupes : les genes nod régulateurs, les genes nod

communs, et les génes nod spécifiques (Skorupska et al, 2010).

6.2.1 Les génes nod régulateurs (géne Nod D)

Ce gene est exprimé de facon constitutive et joue un réle important dans la
spécificité de 1’hdte. Il code en effet pour une protéine qui serait le récepteur des
flavonoides libéré par la plante. La protéine de géne nodD d’une espéce de Rhizobium
donnée active I’expression des génes nod deés qu’elle est au contact des flavonoides

sécrétés par la Iégumineuse héte (Cleyet-Marel et al, 1996).

6.2. 2 Les genes nod (A, B, et C)

Qui ont une structure tres conservée chez la plupart des especes bactériennes
appartenant aux différents genres bactériens impliqués dans la symbiose fixatrice
d’azote (Cleyet-Marel et al, 1996).

Ces genes sont qualifiés des genes communs Les genes nodA, nodB et nodC sont

requis pour la synthése du squelette de base du FN (Giraud ,2007).

14
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6.2.3 Les genes nod spécifiques

Sont responsables des substitutions qui s’operent sur le squelette de base des FN.
Ces genes accessoires ne se retrouvent pas chez tous les rhizobiums et ils sont
nécessaires pour la nodulation de certaines plantes. Chaque souches possédant son
propre cortege de genes nod spécifiques qui permettent la production d’un cocktail de
FN (Long.1996 ; Wais et al, 2002).

6.2.4 Les facteurs nod

Les facteurs Nod sont des signaux symbiotiques de nature lipo-
chitooligosaccharidique produits par des Rhizobium (Gough, 2001), constitués d’un
squelette d’oligochitine de 3 a 5 résidus de N-acétyl-glucosamine, acylé a I’extrémité
non réductrice par un acide gras. La nature de 1’acide gras (longueur et degré
d’insaturation) et des substituants chimiques présents sur le squelette d’oligochitine sont
caractéristiques d’une espéce bactérienne donnée et déterminent la spécificité

d’interaction entre la bactérie et sa plante hote (Dabellé et al ,2007).

6.3 Les étapes du nodulation
La constitution d’un nodule fonctionnel peut étre divisée en 3 étapes et

résumés dans (Figure 4).

6.3.1 Echange de signal d'infection

La bactérie et la plante mettent en place un systéme de (dialogue) basé sur un
échange de molécules chimique .Dans un premier temps, les racines excrétent des
flavonoides qui attirent le Rhizobium dans le voisinage de la racine et activent les génes
bactériens nod, qui codent pour les facteurs de nodulation Nod. Ces facteurs, secrétés

par le Rhizobium (Jerome et al ,2004).

6.3.2 Infection

Les bactéries s'attachent aux racines par I'intermédiaire de la rhicadhésine ainsi
que d'autres protéines spécifiques localisées a la surface des cellules (Dardanelli et al,
2003; Perry et al, 2004).

La rhicadhésine, est une protéine liant le calcium .Elle permet 1’adhésion en

complexant le calcium présent a la surface des racines. Des lectines sont également
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impliquées dans I’adhésion mais elles participent a un degré moindre que la

rhicadhésine (Jerome et al ,2004).

Quand les facteurs Nod sont produits, ils induisent chez la plante des
modifications morphologiques, physiologiques et moléculaires qui permettent la
pénétration de la bactérie au sein de la plante héte (Oldroyd et al, 2011). Conduisant
alors a la formation des nodosités (Isabelle et al ,1995).Les poils absorbants changent
leur direction de croissance et forment une structure en crosse de berger, déformée qui
enferme les Rhizobium (Wais et al, 2002).

La paroi cellulaire végétale se modifie localement, la membrane cytoplasmique
s’invagine et il se dépose du nouveau matériel végétal, ces modifications conduisant au
développement d’une structure en forme de tube, remplie de bactérie, qu’on appelle
filament infectieux. Ce filament infectieux grandit vers la base de la cellule constituant
le poil radiculaire jusqu’a une région appelée le primordium. La division de ces cellules

de racine donne finalement naissance au nodulation (Prescott et al ,2010).

6.3.3 Développement du nodule et maturation des bactéroides

Les bactéries sont libérées du cordon dans le cytoplasme des cellules végétales
par un processus d’endocytose par lequel elles sont internalisées dans un compartiment
constituant le symbiosome entouré d’une membrane péribactérienne d’origine végétale
(Oke et Long 1999 ; Day et al, 2001 ; Brewin, 2004 ; Gage, 2004). Cette membrane
assure la séparation des bactéries de la cellule hote et contrdle I’échange de signaux et
de nutriments entre les deux partenaires (Udvardi et Day, 1997). Au sein de primordium
nodulaire, les bactéries se différencient en bactéroides, formes fixatrices d’azote
adaptées aux nouvelles conditions environnementales présentes dans le nodule
(Mergaert et al, 2006 ; Giraud, 2007).

Rappelons que la nitrogénase est trés sensible a I’oxygene. Le nodule prend
forme avec la multiplication des cellules du cortex. Il se charge de pigments appelés
leghémoglobine, synthétisés a l'intérieur du cytoplasme des cellules de la plante
(Corbiére, 2002). L'action de la leghémoglobine est de maintenir I'oxygéne a faible
concentration dans I'environnement de I'enzyme, compatible avec le fonctionnement de

la fixation de I'azote (Rasanen, 2002; Simms et Taylor, 2002).
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Lors des stades tardifs de développement du nodule, les genes nif et fix du
Rhizobium sont actives (William G .Hpkins, 2003).

] Lo cellules adicates —_4
forment les nodules

.

La bacténe se transforme (T}
© on bacticoide i l'intériens
de la cellule végatale
par laquel les rhizobivms pénstrer
dans les cellules végétales.

Figure 4 : Différentes étapes de 1’établissement de la symbiose rhizobia-
légumineuse (Faghire, 2012).

6.4 Les genes nif et les genes fix

6.4. 1. Les genes nif

Les geénes nif ou génes de la nitrogénase, également découverts sur les plasmides
bactériens, sont impliqués dans la synthese des constituants de la nitrogénase et dans la
fixation d’azote. Ils interviennent seulement aprés la formation du nodule (Masson et al,

2009).

6.4.2. Les genes fix

Les génes fix ne sont présents que chez les fixateurs symbiotiques et impliqués
aux etapes de développement tardives de nodule lors de la fixation symbiotique de
I’azote (Brewin, 1991 ; Hopkins, 2003).
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1. Isolement des bactéries a partir des nodules

Les nodules ont été prélevés a partir des racines de la plante Trigonella foenum-
gracum L qui a été cultivée dans deux régions de I’Est Algérien sur les conditions
climatiques et pédologiques.

Les échantillons cultivés dans la région Amira Arresse wilaya de Mila (43)
(latitude 36°27°N et longitude 6° 15° 52’E) et commune de Tamalousse wilaya de
Skikda (21) latitude 36°50° 32.28’N et longitude 6°40°35”°E). (Cartel).

09 16 35 g6 12 W e

I 27 it \l 1155 7 \4325 2454

\ 48 38 | .
46\ . » <
.29 14 =28 oh 2
\§ 13 22 20 17 o S
. <5 65 39 x
—

Carte 1 : localisation géographique de la zone de prélévement (Chabbi, 2010).
1.1. Collecte des nodules

La collecte des nodules est faite a partir des racines de la légumineuses

T.foenum- gracum (fenugrec).

La collecte est faite selon la méthode de Vincent (1970) et Somasegaran et
Hoben (1994).

Cette méthode consiste en premier lieu a creuser a 15cm autour de la plante et a
une profondeur de 20cm, I’objectif de cette étape est de prélever la plante entiere sans
endommager son appareil racinaire, la deuxiéme étape consiste a extraire délicatement
le bloc de sol et enlever manuellement la terre liée aux racines en faisant attention a ne
pas tirer dessus (surtout les racines secondaires qui portent souvent beaucoup de
nodules) apres, placer la plante dans un sachet en plastique pour la transporter au niveau

de laboratoire (Figure 5) .
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Figure 5 : plante extraite avec son appareil racinaire

En dernier lieu, rincer délicatement les racines sous un courant d’eau des restes
de la terre puis sécher au papier absorbant.

A I’aide d’un bistouri, les nodules doivent étre détachés a 1 ou 2 mm du site
d’attache, ceci pour les maintenir intacts et améliore les chances d’obtenir des cultures
viables de bactéries. Apres cela ils sont préts a la conservation.

1.2 Conservation des nodules

Pour une courte conservation et une utilisation immédiate, les nodules frais sont
mis dans le réfrigérateur a 4°C a condition que le délai ne dépasse pas les 48h. (Ne

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

Pour une longue conservation allant de 6 a 12 mois, il est recommandé d’utiliser

un dessiccateur qui est le chlorure de Calcium (CaCl; absorbe 1’humidité).

La méthode utilisée est celle décrite par Vincent (1970) et Somasegaran et
Hoben (1994). Qui consiste a remplir la moitié des flacons stériles par du CaCl, ensuite
mettre une quantité de coton sur lequel sont déposés les nodules.

Le flacon est fermé hermétiquement et identifié d’une étiquette portant les
informations suivantes : nom latin de la plante hote (genre et espéce), date et lieu de
prélevement, date de conservation. (Figure 6).

Les flacons sont mis immédiatement au réfrigérateur a 4°C.
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Figure 6 : Conservation des nodules.

1.3 Isolement des bactéries a partir des nodules

Les étapes d’isolement des Rhizobium sont celles décrites par Vincent (1970),
Somasegaran et Hoben (1994). Les nodules fraichement lavés sont utilisés directement,
alors que celles conservés au réfrigérateur sont laissés a température ambiante pendant
une heure avant utilisation, et ceux conservés au CaCl, sont rehydratés toute une nuit
dans I’eau distillé stérile a 4°C puis laissées pendant 1h a température ambiante.

1.4 Stérilisation des nodules

Les nodules intacts sont transférés dans un tube stérile et immergée dans
I’éthanol 95° Pendant 5 a 10 secondes, puis transférées rapidement dans 1’hypochlorite
de Calcium 3% pendant 3 minutes.

On effectue ensuite un ringage des nodules 10 fois dans de I’eau distillée stérile
et laisser gonfler aprés le 10eme ringage.

1.5 Ecrasement des nodules

Les nodules stériles sont déposés individuellement dans une goutte d’eau
distillée stérile dans une boite de Pétri. Ensuite les nodules sont écrasés avec une pince
stérilisée par immersion dans 1’éthanol et flambage au bec Bunsen.

1.6 Isolement des souches

Avant I’écrasement et pour confirmer la stérilit¢ des nodules on va étaler le

nodule tel quel immeédiatement sur des boites.

Aprés I’écrasement et I’obtention d’un jus trouble. A 1’aide d’une anse de
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platine, prélever la suspension de nodule et étaler selon la technique des quatre cadrans
(Vincent,1970) (Figure 7).sur gélose coulé en boite (YMA+RC et GPA), puis incuber &
30°C pendant 48 a 72 heures.

Toutes ces manipulations se déroulent sous une hotte a flux laminaire, bien
nettoyée avec de 1’acide acétique, et exposée aux rayons UV pendant 20 minutes (ceci
garantit des conditions d’asepsie totale), munie d’un bec Bunsen a proximité duquel se

font les manipulations.

Inoculum

Les colonies serownt csolées
daws ce quadrant
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F :E
i3 4 ¥ — -
B - ——
-
i ss @ Sm—
fare des stnes
i 98"9(:8‘ dans faire des stres faice des stnes
.'es (;Ud"fd‘;"s ”“ 2 {rés serrées dans frés serrées dans
: S jes quacranis 2t 3 les quadrants 3ot 4

Figure 7: Ensemencement par la technique des quatre cadrans.
2. Caractéres culturaux
2.1 Principaux milieux de culture utilisés

Plusieurs milieux sont utilisés pour cette premiére étape de la partie
expérimentale dont la composition est exprimée en gramme par litre d’eau distillée.
(Annexe 1).

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

»  Milieu liquide:

v" YMB (Yeast Mannitol Broth).
»  Milieux solides:

v" YMA (Yeast Mannitol Agar).
v YMA + RC (Yeast Mannitol Agar + Rouge Congo).

v YMA + BTB (Yeast Mannitol Agar + Bromothymol Blue).
v" GPA + BCP (Glucose Peptone Agar +Bromocrésol Pourpre).
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2. 2Purification des isolats

Aprées I’isolement a partir des nodules, différents aspects de colonies peuvent
étre rencontrées sur les boites, ainsi différentes formes microscopiques peuvent étre
détectées. Dans ce cas, une série de repiquage est nécessaire pour avoir des souches

pures.

Une colonie a purifier est transférée dans un tube a essais contenant 5 ml du
milieu YMB (Annexe 1). Aprés incubation a 28°C dans un bain marie agitateur pendant

48 heures.

Le bouillant étant trouble, I’ensemencement se fait sur le milieu YMA+RC et
GPA+BCP.

Cette méthode de repiquage peut étre répétée jusqu’a I’obtention des colonies
pures.

2.3 Vitesse de croissance

Les bactéries nodulant les Iégumineuses, en particulier les rhizobia, présentent
deux types de croissance : les bactéries a croissance lente (Bradyrhizobium) et les
bactéries a croissance rapide (Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, ...). Pour cela

on cultive nos isolats sur milieu YMA + bleu de bromothymol (Annexel).

Ce colorant étant un indicateur de pH mettant en évidence I’acidification du
milieu par un virage de couleur au jaune. L’aptitude a modifier le pH en 24h distingue
les bactéries a croissance rapide de celles a croissance lente dont 1’acidification du

milieu est tardive (apres 5 a 6 jours) (Figure 8).

~ x w

760 |

pH
. =
6,0 7,6
2
zone de
virage
Figure 8: variation des couleurs de bleu de bromothymol.

2.4 Examens microscopiques et Macroscopiques

2.4. 1. Examen microscopique
La coloration de Gram est celle qui permet de vérifier la pureté de la culture,

déterminer la forme bactérienne et de différencier les bactéries Gram positif et bactéries
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Gram négatif (Annexe 3).

2.4.2 Conservation des isolats

Apreés la vérification de leur pureté, les isolats utilisés dans notre étude sont
ensemencés dans les tubes inclinés contenant le milieu YMA additionné de CaCO3 (2
g/l) comme agent neutralisant 1’acidité et incubé a 28° C pendant 3 jours.

Aprés incubation, les tubes sont conservés a 4°C. Cette méthode permet une
conservation de souches pendant 6 a 12 mois (Vincent, 1970).

3 Caracteres phenotypiques

Nos souches ont subi quelques tests phénotypiques, dans le but d’évaluer leurs
caracteres morphologiques, physiologiques, et biochimiques.

3.1 Tests biochimiques

L’objectif de ces tests est la recherche de quelques enzymes synthétisées par

les bactéries qui jouent un réle lors du processus d’infection.

3.1.1 Réduction de nitrates

Les souches sont cultivées sur le milieu liquide Tryptone Yeast (TY)
(Berniger, 1974). (Annexe2) contenant 0.1% KNOg3 (p/v) puis incubés pendant 4 jours
sous agitation a 28°C.

Aprés incubation, on ajoute dans chaque tube 3-4 gouttes de chacun des réactifs
nitrates-réductase | et Il. La réaction positive se manifeste par une coloration rouge ou
rose qui traduit la réduction de nitrates. L’absence de cette coloration nécessite
I’addition d’une pincée de poudre de zinc et I’observation apres quelques minutes de la

teinte obtenue.

3.1.2 Hydrolyse de I’urée

Les souches sont cultivés sur milieu YMA contenant 2%(p/v) d’urée et 0.012 g/l
de rouge de phénol (indicateur de pH). La solution d’urée est stérilisée par filtration
(filtre 0.2um) et rajoutée au milieu stérile maintenu a 45°C sous la hotte a flux laminaire

puis incubés a 28°C pendant 7 jours.

3.1.3Activité cellulolytique

L’enzyme Carboxy Methyl Cellulase appelé¢ aussi CMCas est 1’'une des

principales enzymes pouvant étre impliqués dans la phase initiale du processus
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d’infection (Bhat et Bhat, 1997 ; Hu et al, 2007)

Les souches sont mises en culture sur milieu YMA contenant 0.25% de CMC

pendant 5 jours.

Apres incubation les boites sont rincées a 1’eau courante puis remplies d’une
solution de rouge Congo (1mg/ml) et incubés pendant 30minutes a 28°C. La solution
colorante est remplacée par une solution NaCl 1M et laissée pendant 30 minutes a

température ambiante

Un halo jaune - orange entoure les colonies qui montrent une activité d’une

endoglucanase indique la présence d’une cellulase.

3.1.4Recherche de la catalase

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies

strictes et anaérobies facultatives qui élimine le peroxyde d’hydrogene.

Une goutte d’H,0, est placée sur une lame propre en présence de quelques

colonies (Delarras 1998).

3.1.5 Recherche de I’oxydase

Il s’agit de la recherche du cytochrome oxydase, derniere enzyme de la chaine
respiratoire qui assure le transfert des électrons sur I’oxygene ou sur un autre oxydant

minéral.

L’activité oxydase a ¢t¢ déterminée par la méthode des disques d’oxydases. A
’aide d’une pipette pasteur boutonnée on dépose une colonie sur le disque. La réaction
positive est révélée par I’apparition d’une tache violette.

3.2Tests nutritionnels

Ces tests ont un objectif de mettre en évidence la capacité des souches a

assimiler différents hydrates de carbone et différents acides aminés.

3.2.1 Utilisation des sucres comme seul source de carbone

Les souches ont été mises en culture sur le milieu YMA ou le mannitol est
remplacé par des sucres suivants : Glucose, Galactose, Maltose, Arabinose, Saccharose.

En ensemencant les différents milieux et incubes a 28°C pendant 5 jours.
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3.2.2 Utilisation des acides aminés comme seule source d’azote

Les isolats sont cultivées sur milieux défini 8 (Vincent, 1970) (Annexe 2) ou le
Glutamate de sodium est remplacés par I'un des acides aminés suivants : Méthionine,

Valine, Tyrosine, Alanine, Asparagine. Incubés a 28°C pendant 5 jours.

3.3 Tests physiologiques

Le but de ces tests est d’étudier la capacité des bactéries a résister aux conditions

de la salinité, la température et le pH.

3.3.1 Effet de la température

Dans le but de déterminer la température maximale et optimale de la croissance,
les isolats ont été cultives sur milieux YMA et incubés a différentes températures : 4°C
,20°C, 28°C, 37°C, 45°C pendant 5 jours.

3.3.2 Tolérance au chlorure de sodium (NaCl)

Pour étudier la capacité des isolats a I’osmotolérance, les isolats sont cultivées
sur milieu TY (Annexel) avec différentes concentrations de NaCl
(1%,2%,3%,5%,10%) (p/v). (85,5mM, 171mM, 342Mm, 513mM, 1710mM), incubés a
28°C pendant 48h puis on mesure la DO a 600nm.

3.3.3 Effet du pH

Les isolats sont cultivés dans des bouillons YMB ajustés a différents pH (4 ; 5 ;
6.8 ; 8 ; 9), incubés a 28°C pendant 48h puis on mesure la DO a 600nm.
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Résultats et Discussion

1 Caractéres culturaux

L’isolement des bactéries a partir des nodules racinaires a permis d’obtenir une

collection de 12 isolats présentés dans le tableau 3.1.

Tableau 3 : Les isolats utilisés dans cette étude.

Code Origine

des Souches Plante-hote géographiqu Source

Souches e

B4
B7(1)
B7(2)

B10

Tamalousse Notre
Isolat T.foneum-gracum stude

F1

F5

F5*

M6 .

AmiraAress
e (Mila)
M8
Notre
étude
2 Tamalous
se
7 (Skikda)
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1.1 Croissance sur milieu YMA et sur milieu YMA+RC

Sur le milieu YMA les colonies sont incolores, créme claire qui a tendance a
devenir plus foncé avec le temps et occasionnellement rose, circulaires a contour
régulier, bombées (Figure 9), les isolats absorbent peu ou pas le rouge Congo
(Figurel0) ceci confirme la pureté des colonies. En présence des contaminants, les

colonies absorbent le rouge Congo et apparaissent de couleur rouge.

Figure 9: croissance sur milieu YMA Figure 10 : croissance sur milieu
YMA+RC.

Ces résultats ont été observés chez la majorité des Rhizobia étudiés par Vincent
(1970) et Jordan (1984).

Ces mémes caractéres sont obtenus pour Singh et al (2008), I’analyse
morphologique des Rhizobium isolés de Trigonella foenum-gracum L. a indiqué des
colonies rondes de couleur blanche. Mémes caractéres sont trouvés par Berrada et al
(2012), pour 110 souches isolées a partir de nodules racinaires de différentes
Iégumineuses, la majorité des isolats avaient la méme morphologie. lls ont formé des
colonies transparentes & crémeuses de 2 & 4 mm de diametre apres 1 & 3 jours

d’incubation

1.2 Croissance sur le milieu GPA+BCP

Aprés 48h on observe un changement de couleur total vers le jaune (Figure 11)
ce qui indique ’acidification du milieu par la majorité des isolats a I’exception des deux

souches 2 et 7 dans lesquels le virage est observé au bout de 72h.
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Figure 11 : Acidification du milieu GPA+BCP isolat B10*.

Il est bien connu que les rhizobia poussent faiblement ou pas du tout avec une
faible variation de pH sur milieu GPA, bien que d’autres peuvent croitre et acidifier le
milieu (Vincent, 1970).

Dans une étude antérieure, il a été bien documenté que les rhizobia sont
incapables de se développer sur le milieu GPA+BCP (Somasegaran et Hoben, 1994),
mais il y a des études contredissent cette derniére, parmi ces études ceux de Demissie et
al (2018) et Kiiclk et al (2006) qui ont trouvé que les espéces rhizobiennes peuvent
aussi bien pousser sur ce milieu ce qui indique que les rhizobium peuvent utiliser le
glucose contenant dans le milieu comme seule source de carbone.

Nos résultats ne sont pas en accord avec Mekasha et al (2015), qui ont trouvé
que parmi les 16 souches isolées de la plante Trigonella foenum-gracum seules trois
souches ont montré une faible croissance sur le milieu GPA.

Parmi 6 isolats des racines de pois (Pisum sativum), quatre souches ont montré
une croissance modeérée sur le milieu GPA, une a révélé une croissance médiocre et la
derniére n’a pas poussée du tout sur ce dernier (Talukdar et al, 2008).

Mahaveer et al (2010), I’analyse des caractéres des rhizobia isolés du Soja a
montré sur 18 isolats a croissance rapide, 14 isolats présentaient une faible croissance
ou pas de croissance sur le milieu GPA indiquant le caractére de rhizobia. Quatre isolats

restants ont invariablement montré une croissance sur le milieu.
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1.3. Vitesse de croissance

Les souches a croissance rapide sont considérées genéralement comme des
bactéries acidifiantes. Par consequent, elles devraient changer la coloration du BTB vers
le jaune contrairement aux souches a croissance lente qui sont considérées comme des

bactéries qui alcalinisent le milieu de culture (Jordan, 1984).

Dans notre cas, les isolats acidifient partiellement le milieu aprés 24h
d’incubation, alors que dans 48h on observe 1’acidification totale du milieu YMA+BTB
(Figure 12) Ces résultats nous permis donc de les classer parmi les bactéries a

croissance rapide.

Figure 12 : Acidification du milieu YMATB.

Nos résultats sont en accord avec Taluka et al (2008) et Koskey et al (2018),
toutes les souches isolées du pois et toutes les souches isolées des racines de la feve ont
changer la couleur du milieu du vert vers le jaune indiquant la production d’acide qui

est ’une des caracteres des souches rhizobiennes a croissance rapide.

Les travaux de Lyra et Silva (2013) sur les Rhizobium isolés d’arachide ont
montré que parmi les 22 souches 82%, ont poussés dans 24h et les 18% dans
48h.Comme prévu pour les rhizobium a croissance rapide la plus part des isolats étudiés
(91%) ont acidifié le milieu YMA+BTB.

D’autres travaux qui ont montré que les rhizobia a croissance rapide acidifient le
milieu parmi ces travaux : ceux effectués par Kawaka et al (2014) sur les rhizobiums

isolés du Soja, Kenasa et al (2014) sur les bactéries nodulant la féverole.
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Demissie et al (2018), la majorité des isolats provenant des racines du pois-
chiche (Cicer arietinum L.) produit une couleur jaune sur le milieu BTB.

2 . Examen microscopique

L’observation microscopique a des différentes colonies bactériennes a montré
que tous les isolats ont une forme de petits batonnets de couleur rose a Gram négatif
(culture pure et homogeéne) (Figurel3).

Singh et al (2008) et Irum et al (2009) trouvent que 1’oservtion
microscopique générale des isolats a montré qu’ils sont batonnets immobiles et Gram -.

(Meenakshi et al 2019), trouvent des batonnets courts, Gram-, non sporulés et

mobiles.

Figure 13 : Coloration de Gram observée sous microscope optique (GX100).

3. Tests biochimiques

3.1 Réduction des nitrates
Aprés 1’addition de 3 a 4 gouttes des réactifs | et Il de la nitrate reductase
(réactifs de GRIESS) a la culture bactérienne, on observe un virage du couleur vers le
rouge pour la souche F1, ceci signifie que la souche possede une enzyme nitrate

réductase qui decompose les nitrates en nitrites, selon la réaction suivante :

Nitrate Réductase

NOz +2H"+2¢’ —>» NO; +H,0

Nitrate Nitrite
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Par contre Les isolats B4, B7(1), B7(2), B10, B10*, F5, F5*, M6, M8, 7 et 2
donnent une réaction négative (Figure 14) Nous avons donc ajouté de la poudre de zinc
qui joue le méme role que le nitrate réductase. On n’observe aucun changement de la
couleur, le milieu est resté incolore indique que le stade nitrite et dépassé jusqu’au stade
diazote (les isolats possédent I’enzyme nitrate réductase, résultat positif) selon la

réaction ci- dissous :
Dénitrification
NO; +6H" + 50 e3> N2 + 3H,0
Nitrate Diazote

Ces résultats montrent que tous nos souches testées réduisent les nitrates en
nitrites, suite a une activité de I’enzyme nitrate réductase.

Les nitrates sont la source préférentielle d’azote pour la plupart des
microorganismes et de leur plantes hétes (El-Hilali, 2006).

Lucinski et al, (2002) montrent que la présence du nitrate inhibe 1’activité de la
nitrogénase dans les nodules des plantes légumineuses, ainsi que la réduction
dissimulatrice des nitrates, catalysée par le nitrate réductase, facilite la fonction

symbiotique du bactéroide.

Figure 14 : Test de réduction de nitrate (+).

3.2 Hydrolyse de I’urée

Apres 7 jours d’incubation, la souche B4 a acidifié¢ le milieu par changement de

la couleur vers le jaune (Figure 14) ce qui indique 1’absence de 1’activité uréasique.
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Mais les isolats B7(1), B7(2), B10, B10*, F1, F5, F5*, M6, M8, présentent une
activité uréasique positive apres 7 jours, les méme resultats obtenus par (Dekak, 2010)
suite & une alcalinisation du milieu YMA additionnée d’urée et de rouge de phénol

comme indicateur de pH. (Figure 15).

Les deux souches 2 et 7 donnent aussi une réaction positive mais juste apres 48

heures.

L’augmentation du pH du milieu de culture suite a une réaction hydrolytique de
I’urée se traduit par un changement de la coloration du milieu vers le rose. Ce qui
indique la dégradation de I’urée et la libération des ions d’ammonium (Guiraud, 1998).

L’urée est catalysée par 1'uréase et produit le dioxyde de carbone (COy) et
I’ammoniac (NHj3) selon 1’équation :

Uréase
CO(NH2)2 + H)O0 =y CO5 + 2NH3

L’enzyme peut étre «constitutive », c’est-a-dire présente dans la bactérie
indépendamment de celle de 1'urée : I’enzyme révélée rapidement. Pour d’autre
bactérie, la synthése est induite par 1’urée et la révélation peut donc demandée plus de
temps (Joffin et al, 2006). C’est le cas pour nos souches qui ont met du temps pour

synthétiser 1’enzyme.

L’activité de I'uréase est largement distribué dans le sol et I’environnement

aquatique, ou elle joue un réle essentiel dans le métabolisme de 1’azote des plantes,

algue, quelques invertébrés, des mycétes ainsi que des procaryotes (bactéries) (Palinska
et al, 2000).

Figure 14 : Test uréase négatif. Figure 15 : Test uréase positif.
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3.3 Activité cellulolytique

L’hydrolyse de carboxy-methyl-cellulose (le composant fondamental de la paroi
vegetale) se manifeste par un halo jaune orangé auteur des colonies.
Tous nos isolats ont montré une activité cellulolytique positive, (Figure 16) donc

ces bactéries ont la capacité de dégrader la cellulose par la cellulase (endoglucanase).

Les especes de Rhizobium sont connues pour produire des enzymes
cellulolytiques et pectinolytiques pouvant dégrader les liaisons glycosidiques présentes
dans la paroi des cellules végétales, et ces enzymes sont essentiels pour I’infection
initial des racines hote de Iégumineuses (Shengwei et al, 2012), facilite aux Rhizobium

de pénétrer a travers les microfibres de la membrane cellulaire (Mateos et al, 1992).

Figure 16 : Test de cellulase positif
Nos résultats sont en accord avec José et al, (2001) qui confirment la présence
de I’activité cellulolytique chez toutes les microsymbiontes appartenant au Rhizobium
et Bradyrhizobium ; (Howieson et al, 2016) ont montré que 1’activité cellulolytique
dépend de I’origine de la souche et de la composition des milieux de culture.
En effet, cette enzyme peut aider certaines rhizobactéries notamment Rhizobium
a pénétrer plus facilement dans 1’espace intercellulaire de la cellule racinaire et induire

I’infection symbiotique des racines de 1égumineuses (Robledo et al, 2012).

3.4 Recherche de la catalase

La catalase c’est une Enzyme qui stimule la décomposition de l'eau

oxygenée (H,0O,) en oxygene et en eau, selon 1’équitation :

2 H,0) =30, + 2 H,0
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Les isolats B4, B7(1), B7(2), B10, B10*, F1, F5, F5*, M6, M8, produisent une
effervescence au contact avec 1’eau oxygénée (dégagement d’oxygene), ceci signifie
que nos isolats possédent I’enzyme catalase, les mémes résultats obtenus par (Buminang
et babalola, 2014).Ils ont dit que I’activité de la catalase est importante pour les
bactéries, car elle aide les bactéries a se protéger contre le peroxyde d’hydrogene.

Par contre les souches 2 et 7 donnent une reéaction négative (absence de la
catalase).

Selon (Vincent, 1981), la présence de la catalase est 'une des caractéristiques
principale des souches de Rhizobium. (Cheriet, 2016) a montré que la catalase est un
enzyme qui joue un réle majeur dans la protection de 1’organisme contre les radicaux
libre toxique qui son genéré en particulier sous stress environnementaux.

3.5 Recherche de I’oxydase

La recherche de I’oxydase présent un intérét taxonomique en ce qui concerne
les bactéries a Gram (-)

Cette recherche consiste a mettre en évidence la capacité de la bactérie testée a
oxyder la forme réduite incolore de dérivés méthylés du paraphényléne diamine, en leur

forme oxydée (rose violacé), par I’enzyme oxydase.

Oxydase
Réactif INCOIOre  mmmmmm———3 COMPOSE rose
Tous nos isolats étudiés sont oxydase négatif, a 1’exception des souches 2 et 7
qui sont oxydase positif ceci indique la présence de I’enzyme oxydase chez ces derniers,

mais les autres isolats elles ne possedent pas cette enzyme (Figure 17).

Figure 17 : Test d’oxydase.
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4 Tests nutritionnels
4.1 Utilisation des sucres comme seule source de carbone

Les résultats obtenus montrent que nos isolats sont capables d’utiliser les sucres
comme seule source de carbone mais avec une différenciation entre 1’un et 1’autre.
(Tableau 4).

Une trés faible croissance est observée en présence d’Arabinose, alors qu’en
présence de Glucose, Maltose, Galactose et Saccharose une bonne croissance est
observée chez la majorité des souches testées (Figurel8).

Les deux souches 2 et 7 montrent une absence de croissance en présence de tous
les sucres testés a 1’exception du Saccharose.

Le comportement des rhizobiums vis-a-vis du carbone différe d’une espéce a
une autre (Allen et Allen, 1950).

Plusieurs études ultérieures ont indiqué que les rhizobiums montrent une bonne
croissance par 1’utilisation préférentielle des disaccharides. Cet aspect a permis a Jordan
(1984) de faire la distinction entre les deux genres établis a 1’époque, Rhizobium et
Bradyrhizobium.

Les bactéries du genre Rhizobium ont une grande aptitude a assimiler les mono-
et les disaccharides, et d’une maniére restreinte les trisaccharides et les polyalcools. A
I’opposé, les bactéries du genre Bradyrhizobium ont une aptitude variable pour
’assimilation des monosaccharides, moindre pour les disaccharides et rare pour les

trisaccharides (Stowers, 1985).

Les résultats obtenus dans cette étude, sont confirmatifs avec ceux de
(Meenakshi et al, 2019) qui trouvent que les isolats de la plante Dalbergia sissoo sont
capables de fermenter Saccharose, Galactose, Maltose. Sont aussi en accord avec les
résultats de (Chabbi, 2010) qui a montré que le saccharose est le sucre le mieux assimilé
par toutes les souches.

La plus part des souches rhizobiennes de pois-chiche de Maatallah et al (2002),
ont pu cataboliser une grande variété de substrats carbones, tous les isolats se sont
développés sur : le D-Fructose, le Mannitol, Saccharose, Maltose, Sorbitol.

Degefu et al (2018), ce qui concerne I’utilisation des sources de carbone, il n’y
avait qu’une légere différence entre les isolats de la plantes (Cajanus cajan L. Mill sp.).
Tous les isolats ont pu se développer sur les 17 sources de carbone fournies, tandis que

88% des isolats utilisaient 1’arabinose.
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Nos résultats sont semblables a ceux de Kiglk et al, 2006, ont trouvé que tous

les isolats de la Soja ont pu croitre dans la présence de : Fructose, Galactose, Glucose,

Mannitol, Saccharose.

Les tests d’utilisation des sucres ont montré que les rhizobiums isolés des

racines des arbres légumineuses sont capables d’assimiler plusieurs carbohydrates

comme seule source de carbone. (Shetta et al, 2011).

Tableau 4 : Assimilation des sources de carbone par les souches testées.

Sucres
Gluco Galacto Malto Saccharos Arabinos

Souches se se se e e

B4 ++ + +/- ++ +
B7(1) ++ ++ ++ ++ +/-

B7(2) ++ + + ++ +
B10 ++ ++ ++ ++ +/-

g’i ++ ++ +/- ++ +

F1 ++ ++ + ++ +
F5 ++ ++ ++ ++ +/-

F5* ++ ++ + ++ +
M6 ++ ++ ++ ++ +/-

M8 +/- ++ + ++ +

2 - - - + -

7 - - - + -

(++) : bonne croissance (+) : faible croissance (+/-)
absence de croissance.

: tres faible croissance (-):
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N\l
Saccharose

Figure 18: Assimilation de sources de carbone par les souches testées.

4.2 Utilisation des acides aminés comme source d’azote

La croissance des isolats sur milieu défini 8 en présence des différents acides
amingés est variable selon la source d’azote (Tableau 5).

Toutes les souches assimilent beaucoup plus le Glutamate et I’ Asparagine, alors
que pour les autres acides aminés : Méthionine, Tyrosine, Alanine et Valine on note
aucune croissance (Figure 19).

La capacité des isolats testés a utiliser une large gamme d’acides aminés comme
seule source d’azote est considérée comme un critére de sélection des bactéries pouvant
survivre et croitre dans les environnements ou les sources d’azote constituent un facteur
limitant. (Demissie et al, 2018).

Chabbi (2010) a trouvé que la majorité des souches n’utilisent pas la Thréonine
et la Phénylalanine, par contre 1’Alanine, I’ Asparagine et le Cystéine sont les acides
aminés les mieux assimilés par toutes les souches étudiées.

Certains acides aminés peuvent étre des inhibiteurs de croissance (Jordan, 1984).
Cependant, I’Histidine et 1’Alanine peuvent étre les acides aminés les plus assimilés
(Liu et al, 2005).

Alors que les résultats obtenus dans cette étude ne sont pas en accord avec ceux
de Degefu et al (2018) qui ont trouvés que la plus part des acides aminés sont utilisés

par 95% des isolats, cependant 1’acide aminé le plus sélectif était le Glycine et D-
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sérine. Parmi 116 isolats testés seules 13 souches présentent une croissance dans
Glycine et 10 ont utilisés D-sérine comme seule source d’azote.

Tableau 5 : assimilation de source d’azotes par les isolats.

AA Glutamate
Na Valine | Asparagine | Méthionine | Tyrosine | Alanine
Souches
B4 ++ - ++ - - -
B7(1) ++ - ++ - - -
B7(2) ++ - ++ - - -
B10 ++ - ++ - - -
B10* ++ - ++ - - -
F1 ++ +/- ++ + - +
F5 ++ - ++ - - -
F5* ++ - ++ - - -
M6 ++ - ++ - - -
M8 ++ - ++ - - -
2 ++ +/- ++ - - ++
7 ++ +/- ++ - - ++
(AA) : acides aminés (++) : bonne croissance (+): faible croissance (+/-) : tres

faible croissance (-) : absence de croissance

Glutamate > -

Figure 19: Croissance des isolats en présence de certains acides aminés.
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5 Tests physiologiques
5.1 Effet de la température

Toutes les isolats montrent une trés bonne croissance a 4°C sauf les souches 2 et
7 (Tableau 6) I’optimum de croissance est observé de 20°C jusqu’a 37°C, alors qu’en
45°C aucune croissance est observée pour toutes les souches (Figure 20).

Graham (1992) noté que la température optimale de croissance chez la plus part
des rhizobia est de 28°C jusqu’a 31°C, avec de nombreux souches incapables de se
développer au-dessus de 10°C ou a 37°C.

Nos resultats sont en accord avec ceux de (Meenakshi et al, 2019) qui montre
que les isolats sont capables de croitre a un intervalle de température de 20 a 35 °C et
sont incapables de croitre a 45°C.

El Hilali (2006), a montré que 95% des souches ont pu croitre a une température
de 4°C jusqu’a 38°C et peuvent méme supporter une température de 42°C.

La température élevé a un effet inhibiteur sur 1’adhésion des bactéries aux poils
racinaires, d’autre part les basses températures peuvent aussi affecter la formation des
nodules ou empéche totalement I’initiation de la nodulation (Alexandre et Oliveira,

2012).
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Tableau 7 : Effet de la température sur la croissance des isolats.

SoUChss 4°C 20°C 28°C 37°C 45°C

B4 +++ (72h) +++ (48h) +++ (48h) ++ (48h) -
B7(1) +++ (72h) +++ (48h) +++ (48h) ++ (48h) -
B7(2) +++ (72h) +++ (48h) +++ (48h) ++ (48h) -
B10 +++ (72h) +++ (48h) +++ (48h) ++ (48h) -
B10* +++ (72h) +++ (48h) +++ (48h) ++ (48h) -
F1 +++ (72h) +++ (48h) +++ (48h) ++ (48h) -
F5 +++ (72h) | +++(48h) | +++(48h) |  ++ (48h) -
F5* +++ (72h) | +++(48h) | +++ (48h) ++ (48h) -
M6 +++ (72h) +++ (48h) +++ (48h) ++ (48h) -
M8 +++ (72h) | +++(48h) | +++ (48h) ++ (48h) -
2 - +++ (48h) +++ (48h) + (48h) -

7 - +++ (48h) +++ (48h) + (48h) -

(+++) : trés bonne croissance (++) : bonne croissance (+) : faible croissance
(-) : absence de croissance.
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5.2 Tolérance en chlorure de sodium NaCl

Ce test est réalisé pour étudier la croissance des isolats en présence de
différentes concentrations de NaCl.

Toutes les souches tolérent des concentrations faibles en NaCl de 1% jusqu’a 3%
avec un optimum de croissance a 1% pour les deux souches souche M6 et M8 ; 2% chez
les souches B10 et B10* et 3% pour les souches B4, B7(1), B7(2), F1, F5, et 2 (Figure
21).

La tolérance a la salinité diminue progressivement en fonction de 1’augmentation
de la concentration en sel (5% ; 10%) pour la totalité des souches.

Nos résultats sont en accord avec ceux de (Kaouadio et al, 2019) qui ont montré
que les souches isolés de Soja ont présenté une grande tolérance au stress salin, et tous
ces derniers poussaient dans la concentration 2%, mais ils ont trouvés qu’au-dela de

cette concentration la tolérance des souches diminue rapidement.

Par contre nos résultats sont différents par rapport au (Chabbi, 2010) qui a
montré que jusqu'a une salinité de 3% (513mM) de NaCl, la croissance des souches
n’est pas affectée. A une concentration del0% (1710mM) aucune croissance n’est

observée pour la majorité des souches.
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Pour Chen et al (2000) la croissance des rhizobia a été notée normale sous des
concentrations en NaCl d’environ 1%. Certaines souches ont été rapportées pour leur
capacité a croitre a des concentrations élevées en sel (>3%), notamment Sinorhizobium

meliloti .

La réponse des 15 isolats est semblable au pourcentage de NaCl allant de 0.5% a
3.5%. La croissance normale est observée de 0.5% a 1%, par la suite elle est diminuée
avec l’augmentation de concentrations jusqu’a 3.5% avec une absence totale de
croissance a 4% (Bhargava et al, 2016).

Merabet et al. (2006) ont mis en évidence in vitro une tolérance a une salinité
allant jusqu'a 800mM de NaCl, chez des Rhizobia isolés de Medicago ciliaris et
Medicago polymoroha dans la sebkha de Misserghine (Oran), ils ont trouvés que tous
les isolats bactériennes avaient une croissance normale dans la présence de 200 ou 400
mM de NaCl.

26 isolats ont tolérée 600 mM, 12 parmi eux S. meliloti, 15 souches poussaient en
concentrations allant jusqu’a 800Mm.

La salinité est un facteur majeur limitant la fixation symbiotique de l'azote. Elle
affecte d'une maniere délétere la croissance et la persistance des souches rhizobiennes
dans le sol (Farissi et al, 2014).
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Effet du NaCl
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Figure 21 : Effet du NaCl sur la croissance des groupes de souches testées
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5.3. Effet du pH

En générale les rhizobia sont des bactéries neutrophiles, cependant leur pH
optimal de croissance peut varier (El Hilali, 2006).

Notons que le pH est 1’un des facteurs majeurs limitant la survie et les propriétés
symbiotiques des rhizobia dans le sol (Shetta et al. 2011).

La DOjep0 montre que dans [’ensemble, les souches testés tolerent
majoritairement les trois types de pH utilisé dans cette étude, pH acide (4,0 ; 5,0), neutre
(6,8) et alcalin (8,0 ; 9,0) (Figure 22) avec un optimum de 5 & 6.8 pour la plus part des
isolats, les souches 2 et 7 n’ont pas toléré le pH tres acide 4 et 5.

Les résultats enregistrés sont en concordance avec celles de Dekak (2018), et
Chabbi(2010), I’ensemble des isolats et des souches de références testées est capable de
pousser entre pH3.5 et pH10.

Les résultats sont pareils avec ceux de Baba Arbi (2016) qui a trouvé que la quasi-
totalité de ses isolats (97%) se sont développés aux pH compris entre 4.5 et 9 sauf une
souche qui n’a pas toléré le pH acide inférieur a 5.5.

Alors que ces résultats ne sont pas en accord avec (Meenakshi et al, 2019) qui
trouvent que les souches isolées de la plante Dalbergia sissoo (Sheesham) sont capables
de croitre a un pH aillant de 5 jusqu’a 8, mais sont incapables de pousser au pH tres
acide 4 et pH trés alcalin 9 et 10.

Keyser et Munns (1979) considérent que la fourchette de pH acide critique pour
la croissance des Rhizobium se situe entre pH 4 et pH 6.

L'acidité du sol provoque des troubles de la nutrition minérale, a la fois chez le
rhizobium et chez la plante hote (Skerman, 1982). Les rhizobia présentent différents
mécanismes de tolérance aux pH extrémes (Zahran, 1999).

Les mécanismes d’adaptation possibles comprennent la régulation du pH
cytoplasmique: L’exclusion et/ou Il'extrusion des protons, la production des
exopolysaccharides et les changements d'hydrophobicité de la membrane plasmique.
Ces mécanismes ont été décrits comme étant une réponse adaptative au pH du milieu

chez des rhizobia (Correa et Barneix, 1997).
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Effet du pH
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Figure 22 : Effet de différents pH sur la croissance des isolats.
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Conclusion

L’objectif principal de ce travail est I’identification phénotypique des bactéries
nodulant la Iégumineuse Trigonella foenum-gracum L., cultivé dans deux régions de
I’Est Algérien Mila et Skikda. Tout en suivant une démarche classique, celle appliquée

par Vincent (1970, 1982), Somasegaran et Hoben (1994).

Cette recherche a permis la caractérisation phénotypique de 12 souches, une
faible absorption de rouge de Congo sur le milieu YMA est observée, toutes les souches
ont une croissance rapide avec acidification du milieu YMA additionnée de BTB,

I’examen microscopique révele des batonnets courts Gram négatif.

La totalité des isolats sécrétent les enzymes nécessaires au processus d’infection
(cellulase) ou au métabolisme azoté (uréase, nitrate réductase), avec I’absence de
I’oxydase chez la majorité. Par contre tous les isolats possédent la catalase a I’exception

des deux souches 2 et 7.

Les résultats des tests nutritionnels montrent une assimilation des carbohydrate
comme source de carbone avec une différenciation entre 1’un et 1’autre, nos isolats

n’assimilent pas les acides aminés sauf le Glutamate et 1’ Asparagine.

Les souches testée prouvent pousser dans un intervalle de température aillant de
4°C jusqu’a 37°C avec un optimal de croissance entre 20°C et 37°C, mais elles ne

tolerent pas la température 45°C.

Nos isolats sont des osmotolérantes et peuvent pousser dans une concentration
de 10% de NaCl, aussi peuvent croitre dans des conditions trés acides pH 4 comme des
conditions alcalins pH 9

A travers des résultats obtenus, sur 1’analyse phénotypique (la morphologie des
colonies, vitesse de croissance, présence des enzymes spécifiques au processus de la
nodulation, les facteurs abiotiques..) ont montré que 1’ensemble des isolats présentent

des caractéres proche a des bactéries de genre Rhizobium.

Rhizobium est décrit comme une bactérie du sol qui a la capacité d’infecter la
racine de légumineuses et pu induire la formation des nodules avec fixation ultérieure

d’azote.

Les différents résultats obtenus dans cette étude ouvrent d’intéressantes
perspectives sur le plant appliqué et pourraient également servir de base génétique pour

les travaux ultérieurs. Qui on peut noter :
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- D’exploitation de la grande tolérance des souches aux différents stress
environnementaux et de leur potentiel fixateur d’azote par leur utilisation dans des
essais d’inoculation sous serre puis au champ.

-réalisation d’autre tests, notamment le test de nodulation, pour affiner 1’analyse
phénotypiques. Cette derniére doit étre suivi dans une seconde étape par une
caractérisation génétique et moléculaire basé sur I’analyse des séquences d’ADNr 16S,
I’ hybridation ADN/ADN, des génes Nod et des genes de ménage (rec A, gin Il), ceci
afin de bien situer la position taxonomique des microsymbiotes de la légumineuse

Trigonella foenum-gracum L.
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Annexes



Annexe 1
Milieux de culture et solutions utilisées
Composition de milieu YMB (Yeast Mannitol Broth) en g/l

(Vincent., 1970)

Mannitol.............cooiii .10.00
KoHPOs. .o 0.50
NACl. .o 0.10
M@SO4 7(H20) o, 0.20
Extraitde levure ................cociiiiinn, 0.5

Eau distillée..............cooviiiiiiiiii 1000 ml

pH 6.8

Autoclavage 120 °C pendant 20 min

Composition de milieu YMA (Yeast Mannitol Agar) en g/l

(Vincent., 1970)

YMB .o 1000 ml
AGAr .o 18
PH 6.8

Autoclavage 120 °C pendant 20 min

Composition de milieu YMA+ Rouge Congo eng/I

YMB...o 1000 ml
Solution stock de Rouge Congo ....... 10 ml
AGAr. ..o 18
pH 6.8

Autoclavage 120 °C pendant 20 min

Apres I’ajustement de pH on ajoute 10 ml de Rouge Congo (0.25 g Rouge Congo

dans 100 ml d’eau distillé) puis on ajoute 1’agar.



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

YMB.......ooool 1000ml

Solution stock de bleu de Bromothymol .................... 5ml
A e 15
pH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20minutes
Apres ajustement de pH on ajoute 10ml de bleu de Bromothymol (0.5g BTB dans
100ml d’éthanol), puis on ajoute I’agar.

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

g/l
Glucose........ccoeveviiiiiiiii . 10
Peptone........cocoevviniiiiiiinn 5
Solution stock de BCP.......... 10 ml
Agar 189
pH 6,8

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

et refroidissement du milieu.

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

Tryptone.................o..e. 5
Extrait de levure............... 3
CaClHO. oo 0,87
pH 6,8

La stérilisation du milieu se fait par autoclavage 120°C pendant 20 minutes



Annexe 2

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

1970)
KH2POu4.. o, 0.3
NapHPO4.. . 0.3
MOSOa.. 0.21
CaClo. 0.21
Glutamate-Na. ..ot 1
Mannitol.............coooiii, 1
Solution Oligoéléments ................. iml
pH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes

Solution oligoéléements (mg/l)

H3BOs....ooiviiiiieiiicicvieeee. 50

FeSO,/HO..........ol. 35
CuSO45H,0.......cce 8

MnSO44H0............ooal. 40
ZNSO4THO..coiiiii 16

La stérilisation de la solution oligoéléments est effectuée par autoclavage.



Annexe 3

Coloration de Gram

Fait a partir des cultures sur YMA on prepare des lame bien étalée en couche

mince, séchée et fixée. Puis coloré selon les étapes suivantes :

Couvrir la lame de violet de Gentiane pendant une minute.

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

Décolorer au mélange alcool-acétone (v/v) jusqu’a la décoloration totale du
frottis.
Laver a I’eau de robinet courante.

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

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