Al &ka) jagal) 4,00 Jal) 4y sgand
République Algérienne Démocratique et Populaire
alal) it g adl andail) 5 ) 39

Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

| i gotiodes¥l dnals
qil? Freres Mentouri Constantine | University
, Universite Freres Mentouri Constantine |

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie Blall g daphal) o gle A4S
Département de Microbiologie L sl g g Ssal) ; aud

Mémoire présenté en vue de I’obtention du diplome de Master

Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiere : Ecologie et environnement
Spécialité : Ecologie microbienne
N° d’ordre :
N° de série :

Intitulé :

Caractérisation des endosymbiotes chez la légumineuse

Trigonella gladiata Stev.

Presenté par : AOUANE Boutheina Le 22/06/2023
AOUANE Aya
Jury d’évaluation :
Président du jury : M. BENHIZIA Yacine (Professeur - UFM Constantine 1).
Encadreur : M. CHABBI Rabah (MAA - UFM Constantine).
Examinateur : M™e, BOUKAOUS Leila (MRB - CRSP).
Année universitaire

2022 — 2023



Remerciements

Au terme de notre Master, nous nous faisons I'agréable devoir de présenter nos
remerciements les plus chaleureux et les plus vifs 8 M. CHABBI Rabah «MAA » a
[’Universite des Freres Mentouri Constantine 1 pour son entiere disponibilité, ses grandes
aides, ses orientations, ses précieux conseils, sa patience et surtout sa confiance.

Nous lui sommes reconnaissantes aussi d'avoir suscité en nous la passion du devoir accompli.
Nous tenons a remercier également M. Benhizia Yacine (Professeur — UFM Constantinel).
en nous faisant I’honneur de présider le jury d’évaluation de ce mémoire.

C’est aussi avec plaisir, que nous exprimons nos remerciements
a M. Boukaous Leila (MRB — CRSP) qui a bien voulu examiner notre travail.

Que toutes ces personnes trouvent ici I'expression de notre profonde gratitude.




Remerciements

Nous remercions chaleureusement M. BENHIZIA YACINE

« Professeur » et directeur du laboratoire de Biologie Moléculaire
et Cellulaire a l’Université des Freres Mentouri Constantine 1, de
nous avoir accueilli au sein de son laboratoire, ainsi que pour ses
encouragements pour nous durant notre parcours universitaire en

Master.

Merci infiniment a [’ingénieur et [’équipe de laboratoire du BMC
« Houda » « Ibtihaje, Hiba, Fatema, Radja »

pour tout [’aide qu’ils ont nous abonnez pour mettre fin a ce travail.




Dedicaces

J'ai I'honneur de dédier ce modeste travail :
A ma trés chére mére Laloui Rbiha
Quoi que je fasse ou que je dise, je ne saurai point te remercier comme

Il se doit. Ton affection me couvre, ta bienveillance me guide et ta présence a mes cotés a Toujours
été ma source de force pour affronter les différents obstacles.

A mon trés cher pére Abd-Nassire

La flamme de mon coeur a qui je dois un remerciement profond pour leur sacrifice sans limites,
patience, soutien, amour et leur encouragement

Tu as toujours été a mes cotés pour lequel je souhaite une longue et heureuse vie pleine de bonheur.
Que Dieu vous protege et vous garde

A ma grand-mére Yamina
Que Dieu le protége et le garde.
A mes fréres « Sief Eddine » « Chouaib » et surtout mon grand frére «

Sid-Ali- Mehdi » Qui est mon deuxieme pére et mon soutien. Les mots ne suffisent pas pour vous
exprimer ma gratitude

pour tous vos efforts et votre soutien.
A ma belle seeur « Chaima ».
A les femmes des mes fréres « Nihed » et «kKhawla»
A la cerise de ma vie « Elyne Lamar ».
A mon fiancé « Fouad » pour tout I’encouragement,

Le respect et I’amour que tu m’as offert,

e travail, qui n’aurait pas pu étre achevé sans ton éternel soutien et votre Confiance a mes
capacités.

A mes proches et ma copine « Feriel ».

Pour mon trés cher bindbme « Aya ».

|

mﬁ\enseignants que je leurs préserve beaucoup de respect et de considération.

A ma famille Et pou‘r\toutes les personnes qui m’ont soutenu jusqu’a la fin.




Dedicaces

Avec joie, fierté et respect, je dédie ce modeste travail :
A ma trés chére mére Mederg Narou Wided.
Quoi que je fasse ou que je dise, je ne saurai point te remercier comme il se doit.
Ton affection me couvre,
Ta bienveillance me guide et ta présence a mes cotés a toujours été ma source de force
Pour affronter les différents obstacles.
A mon trés cher pére Azouz.
La flamme de mon coeur
Tu as toujours été a mes cotés pour me soutenir et m'encourager.
A la seeur la plus merveilleuse du monde Djouhaina.
Au plus beau frere Mohamed Islem.
A mon trés cher frére Haitem **que dieu aie son ame**.
A mes grands parents.
Que Dieu les protege et les garde.
Au plus prouche de mon coeur Bichou pour ses encouragements et ses amour.
A tous la famille Aouane et Mderg Narou.
A ma belle bindme Boutaina.
A mes enseignants que je leurs préserve beaucoup de respect et de considération.
\‘ A mes proches et mes amis sur facebook.

Et pour toutes les personnes qui m’ont soutenu jusqu’a la fin.




Résumé

Quinze souches bactériennes isolées a partir de nodules racinaires de la légumineuse sauvage
Trigonella gladiata Stev., collectée dans la wilaya de Khenchela ont été étudiées d’un point
de vue phénotypique trouver les caracteres cellulaires, culturaux, physiologiques, et
biochimiques. Phénotypiquement, les isolats étudiés sont des coccobacilles a Gram négatif de
croissance rapide, ont présenté une bonne croissance a 28 °C et Elles acidifient les milieux
BTB et GPA. Les résultats obtenus par caractérisation biochimique sur galerie APl 20NE
révele une différence dans le pouvoir d’assimilation des différents substrats ce qui renseigne
sur I’existance d’une diversité de 1’équipement enzymatique entre les différentes souches
isolées.

Ces résultats indiquent donc que les isolats portent des caractéres phénotypiques similaires
aux (BNL) a croissance rapide. Bien que cette caractérisation reste insuffisante.

Mots Clés : Nodule; Légumineuse ; Trigonella gladiata Stev. ; BNL; Galeries APl 20NE.



Abstract

Fifteen bacterial strains isolated from root nodules of the wild Trigonella gladiata Stev. This
isolates collected in the wilaya of Khenchela were studied from a phenotypic, cellular,
cultural, physiological and biochemical characteristics.

Phenotypically, the isolates studied are Gram-negative coccobacill , showed good growth at
28 °C and acidified the BTB and GPA media. Results obtained by biochemical
characterization on API 20NE galleries revealed a difference in the assimilative capacity of
the different substrates, which enzymatic equipment between the different strains isolated.
These results indicate that the isolates have similar phenotypic characteristics to fast-growing
BNL, although this characterization remains insufficient.

Keywords: Nodule; Legume; Trigonella gladiata Stev. ; BNL; APl 20NE galleries.
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Introduction

L’azote est un nutriment essentiel limitant pour le développement des plantes, il est
présent en abondance dans I'atmosphere sous forme diazote (N2). Ce dernier n’est pas
accessible a la plupart des vegétaux. Le N2 doit subir des processus de transformation
biologique  réalise par des micro-organismes appelés  bactéries  fixatrices
d’azote « diazotrophes » qui sont les seuls organismes possedent le complexe enzymatique
nitrogénase qui capable de réduire le diazote moléculaire en ammonium. Cette fixation s’est
généralement concentrée sur le systeme symbiotique entre les Iégumineuses et les rhizobiums.

La symbiose Rhizobium-légumineuse est un processus bénéfique et réciproque permet
pour les légumineuses de fixer 1’azote atmosphérique par 1’intermédiaire des bactéries
appelées rhizobiums. Les légumineuses sécrétent des composés phénoliques qui attirent ces
bactéries. Cette association aboutit a la formation d’un petit organe particulier au niveau des
racines, le nodule, au sein duquel les bactéries fixent 1’azote atmosphérique et transférent
celui-ci a la plante sous une forme combinée assimilable, grace a leur activité nitrogénase. Par
contre, la plante fournit les éléments nutritifs assurant le développement de la bactérie.

L’objectif de notre travail est I’isolement et la caractérisation des souches
bactériennes, nodulant la Iégumineuse sauvage Trigonella gladiata Stev. , récolté de la Wilaya
de Khenchela.

Ce travail est structuré en trois parties :

- une premiere partie consiste a une synthese bibliographique.

- La deuxiéme partie du meémoire concerne la partie pratique depuis
I’échantillonnage a I’isolement des bactéries et leur caractérisation phénotypique.

- La troisieme et derniére partie est réservée aux principaux résultats obtenus et

leur interprétation.
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Chapitre 01 : Synthése bibliographique

. La fixation de I’Azote

1. L’azote

L’azote (N) est omniprésent dans la nature. C’est le constituant majeur de
I’atmosphere et parmi les €léments nutritifs nécessaires. Ce nom est paradoxal, d’ailleurs: il
vient du préfixe «a-» Privatif et du radical grec «lwt» (zoot) vivant alors que 1’azote est
nécessaire a la vie (Pujic, 2009).

L’azote est un constituant essentiel du protoplasme. Tous les organismes vivants ont
besoin de cet élément pour synthétiser les protéines et les acides aminés (Tortora et al., 2003).

Cet élément est également I'un des composants des quatre bases (adénine, thymine,
guanine et cytosine) impliquées dans la formation des unités nucléotidiques, ADN et ARN ,
présentes dans de nombreuses enzymes et dans le noyau tétra-pyrrollique des chlorophylles, et
dans d'autres molécules importantes telles que I'ATP (Tourte et al., 2005).

Aussi, il constitue un facteur limitant de croissance des producteurs dans de nombreux

écosystemes lorsqu’il ne soit pas abondant dans le sol et dans I’eau a 1’état naturel (Roba,
2016).

2. Cycle d’azote

L’azote représente 78% de 1’atmosphere terrestre, ce fait de lui 1’élément le plus
abondant. Malgré son abondance, Il s’y trouve sous sa forme moléculaire normale diatomique
No, Il est un gaz relativement inerte (peu réactif) (Miloud, 2018).

Chez les organismes vivants, ils ont besoin d’azote pour fabriquer des protéines et des
acides nucléiques, mais la plupart ne peuvent utiliser la molécule Na. L’azote fixée
inorganique, souvent sous forme d’ammoniac NH3 ou d’ions nitrates NO3’, est la seule forme
qu’ils peuvent utiliser. Par conséquent, 1’azote représente donc un €lément trés limitant pour

la productivité primaire dans les écosystemes terrestres et marins (Miloud, 2018).

Le cycle de I’azote est un cycle biogéochimique qui décrit les processus de
transformation et la maniere dont 1’azote circule dans 1’environnement et la succession des
modifications subies par les différentes formes de I'azote (diazote, nitrate, nitrite, ammoniac,

azote organique) (Figure 01).

]
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Figure 01 : cycle de I’azote (Pyjic, 2009).

2.1. Minéralisation de ’azote organique

La minéralisation est la réaction biologique conduisant a la formation de l'azote
minérale (Nitrique et Ammoniacal) a partir de l'azote organique. Apres fixation, l'azote
moléculaire aboutit a la formation de substances azotées organiques qui, une fois au sol,
subissent la minéralisation. Cette renaissance de I'azote minéral se produit en trois étapes :
I'ammonification, l'oxydation de I'ammonium et I'oxydation du nitrite ; les deux derniéres

étapes sont combinées dans ce qu'on appelle la nitrification (Dekak, 2018).

a)  Ammonification

L’ammonification est le processus par lequel les bactéries et les champignons
transforment les matieres organiques en libérant leurs composants azotés. Plus précisément,
c’est le processus par lequel ’azote sous forme organique devient de 1’azote ammoniacal
(NHs/NH4%). Par son manque de spécificité, ce processus peut avoir lieu dans une large

gamme de température, d’humidité et de pH du sol (Henintsoa, 2013).
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b) Nitrification
La nitrification est un processus aérobie strict se réalise en deux étapes par deux
populations bactériennes différentes, Au cours de la premiére étape de cette réaction, le genre
Nitrosomonas oxyde les ions ammonium en nitrites. Dans la deuxieme étape, des
microorganismes dont le genre Nitrobacter, oxydent les nitrites en nitrates (Bekakria et al.,
2019).
Equation simplifiée de la nitrosation: NH4* + 3/ O, — NOz + 2H* + H,0

Equation de la réaction chimique de a nitratation : 2 NO2” + O, — 2 NO3z~

C) Dénitrification

La dénitrification est un processus microbien de respiration alternatif (anaérobie) dans
lequel le nitrate (NO3") est réduit en diazote (N2). Donc c’est un autre processus clé du cycle
de I’azote, puisque c’est le seul permettant le retour au diazote. Les nitrates peuvent étre
réduits en nitrites par un nombre relativement élevés de microorganismes sont responsables
de ce processus tel que Bacillus, Pracoccus, Pseudomonas. Ces nitrites peuvent étre par la
suite convertis en ammoniac mais si le potentiel d’oxydoréduction continue a baisser, Il se
peut aussi et a cause de sa solubilité élevée dans I’eau, 1’azote en forme d’ammoniaque ou
nitrates non consommeées ou non assimilées s’accumulent dans les eaux de ruissélement et
d’infiltration (Figure 01), ce qui pourra favoriser le développement des algues qui constituent

un facteur d’accélération du processus de la pollution une fois non consommées (Suty, 2015).

3. La fixation biologique de I’azote

La fixation biologique de I’azote atmosphérique est le processus par lequel certains
micro-organismes utilisent 1’azote de ’air pour leurs synthéses protéique, Elle est réalisée par
un groupe spécifique de procaryotes. Ces organismes utilisent une enzyme appelée
nitrogénase pour catalyser la transformation de 1’azote atmosphérique (N2) en azote
ammoniacal (NH4"), forme azotée assimilable par la plante (Franche et al., 2009). Elles sont
donc dépendues d’organismes procaryotiques essenticllement les bactéries qui possédent la
nitrogénase qui est une enzyme capable de réduire 1’azote atmosphérique dont les cellules
eucaryotes sont totalement dépourvues (Figure 02), la vitesse du processus de fixation limite

la croissance végétale dans beaucoup de situations (Shingh, 2017).

-
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a. La nitrogénase
La nitrogénase la plus étudiée est le systéme contenant le molybdéne et consiste en
deux metalloprotéines, la dinitrogenase (protéine MoFe ou composant 1) et la dinitrogenase
réductase (Protéine Fe ou composant I1). L'azote moléeculaire est un gaz inactif et posséde une
triple liaison entre les deux atomes. Cela nécessite également une grande depense d'ATP
(énergie d'activation ¢élevée). Au moins 8 électrons et 16 molécules d’ATP par paire

d’électron sont requis (Willey et al., 2018 ; Pratt et Cornely, 2019). La réaction nette est :

No+8H"+8e +16 ATP Nitrogénase » 2NHs+H>+16 ADP +16Pi

Dans un environnement aérobie, les protéines de la nitrogénase sont dénaturées et ne
peuvent fonctionner, I'activité nitrogénase est rapidement inactivée car trés sensible. Pour cela
et a fin d’assurer sa protection et son bon fonctionnement dans une cellule, de nombreuses
bactéries fixatrices d’azote sont confinées aux habitats anaérobies ou effectuent la fixation
d’azote quand I’oxygéne se raréfie (Pratt et Cornely, 2019). Par exemple chez de nombreuses
cyanobactéries, la protection est assurée par une structure spéciale (hétérocyste). Et chez les
plantes légumineuses, la fixation symbiotique de 'azote est maintenue dans 1’intérieur des
nodules racinaires, ce qui confere une niche protectrice a ce complexe enzymatique en plus de
la présence la Leghémoglobine (protéine végétale) qui va protéger la nitrogénase en fixant

I’oxygene et en le maintenant a une faible pression partielle (Suty, 2015).

-
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Figure 02: Schéma représente le processus de fixation biologique de I’azote (Teng et

al., 2015).

Il.  Les légumineuses

1. Définition

Les Légumineuses (Leguminosae) ou Fabacées (Fabaceae), avec 35 tribus et plus de
19500 espéces réparties sur environ 765 genres forment, apres les Astéracées et les Orchidées,
la troisieme plus grande famille par ordre d’importance chez des Angiospermes (ou plantes a
fleurs) en terme de richesse spécifiqgue (Azani et al., 2017). En termes d’importance
économique et agricole, les Fabacées occupent la seconde place apres les Poacées (Koenen et
al., 2020).

Ces plantes sont largement caractérisées par leurs structures florales inhabituelles,
leurs fruits et leur capacité a former des nodules en association avec les bactéries fixatrices
d’azote atmosphérique, ce processus permet aux légumineuses d’étre cultivées sans utilisation

d’engrais azoté (Sierra et Tournebize, 2019).

2. Classification des légumineuses
Les lIégumineuses font partie de la famille des Fabaceae (ou Leguminosae), de 1’ordre
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des Fabales, de la classe des Dicotyledonae et de la sous classe des Rosideae. Elles se
subdivisent actuellement en six sous familles (Figure 03) au lieu de trois : Papilionoidea,
Caesalpinioideae, Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae, Duparquetioidea. Les
Papilionoideae représentent la sous famille la plus diversifiée, comprenant 478 genres et

environ 14000 espéces tropicales et tempérées (Andrews et Andrews, 2017).

Detarioideae

84 genera/ ca. 760 species
Pantropical

Cercidoideae

12 genera / ca. 335 species
Pantropical,
- Cercis warm temperate

Duparqueticideae
1 genus / 1 species
Wast and West-central Africa

L) Dialioideae
17 genera  ca. 85 species
Paniropical

Py (Caesalpinioideae
148 genera/ ca. 4400 species
Pantropical, some temperate

G- - - - - - -

eee incl. mimosoid clade

- s Papilionoideae E
Previous classification : 503 genera  ca, 14,000 speci
w— Caesalpinioideae Cosmopolitan
= e Mimosoideae

s Papllionoideae

Figure 03 : Nouvelle Taxonomie des Leguminosae en six sous-familles (LPWG,
2017) Cette nouvelle classification de la famille des 1égumineuses, représentant 1’opinion
unanime de la communauté internationale de la systématique des legumineuses, aborde le
probleme de la non-monophylie connue depuis longtemps de la sous-famille reconnue
Caesalpinioideae, en reconnaissant six sous-familles monophylétiques qui repose sur un
support robuste. L’ancienne sous-famille des Mimosoideae est nichée au sein de la
Caesalpinioideae circonscrite et est désigné de maniére informelle comme le clade

Mimosoide.
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Parmi les plantes appartenant a la famille des Fabacées, on retrouve le genre

Trigonella appelé aussi Fenugrec.

3. La légumineuse Trigonella L.

a. Definition

La Trigonella L. est une plante herbacée annuelle, a feuilles trifoliolées, a folioles
denticulées, ayant deux stipules. Elle donne naissance a des fruits en forme de gousses
linéaires ou oblongue, déhiscente ou non et rostrée (Quézel et Santa, 1962).

b. Trigonella gladiata stev.

- Plante annuelle de 5-25 cm, couchée ou ascendante, velue.

- folioles oblongues en coin, dentées au sommet.

- stipules entieres.

- fleurs blanchatres, assez petites (8-10 mm), solitaires ou géminées, sessiles a
I'aisselle des feuilles.

- calice trés velu, a dents égales, plus courtes que le tube.

- étendard plus long que les ailes et la caréne obtuse.

- gousse dressée, longue de 2-4 cm, linéaire-lancéolée, arquée, velue 1 a nervures
longitudinales saillantes, terminée par un bec long de 1 a 2 cm.

- 4-8 graines ovoides, fortement tuberculeuses, roussatres.

- Ecologie : Lieux secs et pierreux du Midi : Provence et Dauphiné jusqu'a l'isére ;
Languedoc jusque dans I'Ardéche et I'Aveyron ; Roussillon ; Charente-Inférieure.

-Répartition : Europe méridionale ; Asie occidentale ; Afrique septentrionale.

-Floraison : Mai-juin (Tela botanica, 2023).

-Sexualité : hermaphrodite.

-Pollinisation : entomogame.

-Dissémination : épizoochore.

-
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C) Taxonomie de la plante (T.gladiata Stev.)

Regne : Plantae.
Sous-Régne : Trachiobionta.
Division : Magnoplyphita.
Classe : Magnolipsida.
Sous-classe : Rosidae.
Ordre : Fabales.

Famille : Fabaecae.

Genre : Trigonella.

Espéce : T .gladiata Stev.

Figure 04 : Trigonella gladiata stev.

4. Intéréts des légumineuses

Les légumineuses sont d’une importance considérable pour I’homme et pour
I’environnement, elles présentent de différents intéréts dans plusieurs domaines notamment:
agro-écologique, économique, alimentaire, industriel et médical.

Les légumineuses sont un élément clé de l'agriculture durable et peuvent offrir de
nombreux avantages economiques et environnementaux. Elles représentent en effet des
aliments trés nutritifs pour I’homme et I’animal et des nutriments essentiels aux écosystémes
(Prospero et al., 2013).

Les légumineuses sont une source d’engrais vert, elles contribuent naturellement a
enrichir le sol en azote. Certaines Iégumineuses sont utilisées en phytoremédiation, pour le
piégeage et la dégradation de contaminants du sol, tels : les métaux lourds (Afzal et al., 2014).
Elles sont aussi des sources importantes de nutriments (protéines, vitamines, sucres...etc.). En
plus de leur consommation par I’homme, les [égumineuses sont utilisées dans 1’alimentation
des animaux, comme fourrage vert ou sec (Zaidi et kaved, 2017).

En industrie, elles peuvent étre broyees en farine, ou sous forme liquide pour
production du lait et du yaourt, aussi utilisé dans la fabrication des : plastiques
biodégradables, huiles, gommes, encres, teintures, médicaments, parfums et substances
antimicrobiennes (Iskounen, 2012). Les légumineuses sont également utilisées dans la

médecine populaire (Abderrahim et Imakhloufene, 2016).
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Il. Les bactéries nodulant les légumineuses (BNL)

Le premier a isoler une bactérie a partir des nodules racinaires, qu’il appela Bacillus
radicicola fut Beijerinck (1888). Par la suite, Frank en (1889) I'a dénomma Rhizobium
leguminosarum (Kahindi, 1997 ; Terefework, 2002).

Rhizobia (rhizobiums) est un terme qui a été donné aux bactéries du sol qui sont
capables d’induire des nodules sur les légumineuses et de fixer I’azote atmosphérique en
symbiose. en 2002 Moulin a proposé de substituer au terme « rhizobia » qui est un terme
dérivé du nom de genre Rhizobium, le terme BNL ou Bactéries Nodulant les Légumineuses
(Zakhia et al., 2004). En effet, il a été admis que les BNL appartiennent a la famille des
Rhizobiaceae qui comportent en outre les genres : Agrobacterium, Phyllobacterium,
Rhizobium et Bradyrhizobium (Giraud, 2007).

Ces bactéries se présentent & I'état libre sous forme de batonnets & Gram négatif,
relativement courts et arrondis a leurs extrémités, de taille moyenne (1.2 a 3 um de long), non
sporulantes et mobiles a I'état jeune par 1 a 6 flagelles. Elles sont aérobies strictes a tendance
micro-aérophile, hétérotrophes et diazotrophes (fixatrices d'azote atmosphérique) (Jordan,
1984 ; Maclean et al., 2007).

La taxonomie moderne des rhizobiums inclus les genres Rhizobium, Mesorhizobium,
Bradyrhizobium, Ensifer (anciennement Sinorhizobium) et Azorhizobium (Sawada et al.,
2003) qui appartiennent a la classe des Alphaprotéobactéries. En outre, et grace aux progres
des méthodes moléculaires, d'autres genres ont été découverts plus tard comme bactéries
capables d'induire des nodules et sont décrites dans d’autres genres d’Alphaproteobactéria et
Betaprotéobacteria, y compris Ochrobactrum (Trujillo et al., 2005), Methylobacterium (Sy et
al., 2001), Microvirga (Radl et al., 2014), Devosia (Rivas et al., 2003), Phyllobacterium
(Zakhia et al., 2006), Shinella (Lin et al., 2008) Burkholderia, Cupriavidus (anciennement
Ralstonia) (Moulin et al., 2001).

Plus recemment, Shamseldin et al. (2017) ont decrit environ 238 especes réparties en
18 genres des bactéries symbiotiques capables de noduler les racines des légumineuses et
répertoriés dans les classes de a et B-proteobacteria (Figure 05), Ces espéces se répartissent
également en sept familles (Rhizobiaceae, Phyllobacteriaceae, Bradyrhizobaceae,
Hyphomicrobiaceae, Methylobacteriaceae, Brucellaceae et Burkholderiaceae) et deux ordres,
a savoir les Rhizobiales et les Burkholderiales. L’ordre des Rhizobiales renferme les six
premiéres familles. Par conséquent, il apparait clairement que la taxonomie actuelle des

Rhizobia nodulants progresse rapidement en raison des dernieres avancées en matiére de
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technologie omique basee sur la biologie moléculaire, par exemple, génomique, protéomique,

transcriptomique et métabolomique (Rao et al., 2018).

Order Rhizobiales
Alpha Proteobacteria Beta Prteobacteria
]
' ' ' ' ' ' L
Family Family Family Family Family Family Family
Rhizolbiacm Phylobacteriaciae  Bradyrhizobiaceae Hyphomicrobigceae Methvlobacteriaciae  Brucellaceze Burkholderiales
| ) /
' ' i ' R Yol \
Genus Pararhizobium | Genus Rhzobium : Genus Ensifer 1 Genus Allorhizobium Genus Shinella Genus Genus
One species About98species | Fommer Sinorhizobium 1 One species / One species \ Burkholderia  Cuprividus
About 18 species | / \ Tspecies  (Fomer
{ T - L ! \ Ralstonia)
! / \ 2 species
Genus Mesorhizobium i Genus Pyllobacterium 1 /  Genus Aminobacter \
About 40 species v About § species : / One species '\
Genus Bradyrhizobium Genus Blastobacter ! / Genus Photorhizobium )
About 36 species Onespecies ¢ / One species \
! g m—— V \
Genus Devosia / Genus Azorhizobium \
One species ¢ 3 species ,
i — 3 \
Genus Methlyobacterium Genus Microvirga Genus Ochrobactertum
3 species 4 species 2 species

Figure 05: Diagramme de la distribution des especes bactériennes nodulant les

Légumineuses appartenant aux classes a et B proteobacteria (Shamseldin et al., 2017).

En 2004, Benhizia et ses collaborateurs ont suggéré que des bactéries appartenant a la

classe Gamma-Proteobacteria pouvaient, elles aussi, noduler les racines de la plante

fourragére Hedysarum sans qu’il y ait une validation. Mais en 2010, d’autres études menées

par Shiraishi et son équipe qui portaient sur la nodulation chez Robinia pseudoacacia

confirmaient cette théorie, Ourarhi et al en 2011; Peix et al en 2012, 2015; Ibafiez et al en

2017 ; boukaous en 2020, tous ces dernier confirmaient que la classe gamma-proteobacteria

est vraiment existe (Figure 06).
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Xanthomonas
Pseudomonas

Ralstonia

Cupriavidus (taiwanensis)

Burkholderia (phymatum)

Sinorhizobium (meliloti, medicae) NGR234)
(leguminosarum, etli) [tropici]

Bordetella

Caulobacter ' y
Rickettsia Rhodopseudomonas  gragyrhizobium (japonicum, BTAI1, ORS278)

TRENDS in Microbiology

Figure 06: Les symbiotes bactériens au sein des protéobactéries (Domergue, 2017).

IV. Symbiose Rhizobium-légumineuse

La symbiose est la forma la plus ancienne des interactions plante-microorganismes,
elle agit sur les deux partenaires : la plante hote et la bactérie. Cette évolution influe donc de
facon concomitante sur la plante qui fabriqgue de nouveaux tissus pour abriter les micro-
organismes et acquiere de nouvelles capacités métaboliques (fixation d’azote) et sur la
bactérie ou des récepteurs spécifiques évoluent permettant une reconnaissance et un
attachement spécifique a la plante (Boukhatem, 2013). Cette association est reconnue depuis
plus de 60 million d’années d’évolution (wang et al,. 2017). Elle est tres fréquente dans les
Papilionoideae, moins fréquente dans le clade mimosoide et rare dans le reste du groupe
Ceasalpinoideae (Andrews et al,. 2018).

Parmi les relations intimes du type symbiotique : La symbiose rhizobienne est une
association entre les plantes de la famille des légumineuses et des bactéries du genre
Rhizobium permettant de réduire I'azote atmosphérique en des formes assimilables par les
plantes. A bénefice réciproque, cette association donne lieu a des interactions multiples entre
les deux partenaires (Nelson et Sadowsky, 2015 ; Clua et al., 2018).

L’association rhizobia-légumineuses aboutit a la formation d'un petit organe
particulier au niveau des racines, le nodule, au sein duquel les bactéries, grace a leur activité
nitrogenase, fixent l'azote atmosphérique et transferent celui-ci a la plante sous une forme

combinée assimilable (Vertes et al., 2010).
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V. Nodulation

La nodulation est considérée comme la premiere caractéristique de I'association
symbiotique. Les nodules formés sont le résultat d'un dialogue moléculaire entre le rhizobium
et la plante hote.

Lorsque la nodulation a lieu, le nombre de nodosités mis en place au sein du systéme
racinaire de la légumineuse est proportionnel aux besoins en azote de la plante pour sa
croissance (Voisin, 2015). Le nodule de légumineuses est le résultat d’interactions fort
complexes entre le partenaire bactérie (Rhizobium) et la racine a laquelle il s’est
spéecifiquement associé. Dans le nodule, le Rhizobium augmente de dimension, change de
forme pour devenir un bactéroide (Bounaama, 2014). Dans tous les cas, le nodule comporte
en allant de D’extérieur vers I’intérieur 1’épiderme et le cortex externe, le parenchyme
nodulaire (appelé antérieurement cortex interne), qui renferme les tissus vasculaires et la zone
centrale infectée, qui est le siége de la fixation de la N2 (Bounaama, 2014).

Sur la base de leur morphologie, leur structure et la durée du fonctionnement du
méristéme nodulaire, les nodules des légumineuses se subdivisent en deux catégories : les
nodules déterminés et les nodules indéterminés (Lebida, 2009). Les nodules de type
indéterminé sont formés par les légumineuses issues de milieux tempérés comme la luzerne,
le pois ou le tréfle. Ces nodules se développent a partir des cellules du cortex interne (Vernié,
2008). Il a un méristeme apical persistant et adopte une forme cylindrique (Coba et al., 2018).
Les nodules de type déterminé sont formés par des légumineuses d’origine tropicale comme le
soja ou le haricot. Ces nodules déterminés se développent a partir des cellules du cortex
externe et sont caractérisés par la présence d’un méristeme persistant (Verni¢, 2008). Il a un
méristéeme latéral qui reste actif pendant quelques jours. Aprés larrét de l'activité
méristématique, le nodule se développe par expansion cellulaire et adopte une forme
sphérique (Coba et al., 2018).

1. Stratégie de nodulation

1.1. Pré infection (reconnaissance et attachement)

Initialement, L'établissement de la symbiose entre légumineuses et Rhizobia nécessite
une reconnaissance mutuelle des deux partenaires, La symbiose Rhizobium-légumineuses
commence par un échange de signal entre la plante hote et son microsymbiote. Les racines
des légumineuses sécretent des composés phénoliques, principalement (iso) flavonoides. Ces

flavonoides, synthétisés et sécrétés, agissent comme des molécules de signalisation, attirent
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les Rhizobia vers les plantes hétes et induisent I'expression des genes Nod qui déclenchent les
premieres étapes du développement des nodules (Saidi, 2021).

1.2. Infection

L'infection débute aprés I’attachement du rhizobia aux racines de la plante, Grace a un
mécanisme d’invagination, les bactéries peuvent pénétrer a 1’intérieur des cellules végétales
par des filaments infectieux (Figure 07), Ce filament se développe dans le cortex de la racine,
vers la base de la cellule constituant le poil radiculaire jusqu’a une région appelée le
Primordium. C’est cette division cellulaire qui aboutit a la formation d’une nodosité. (Prescott
t al., 2010), Ce mécanisme d’infection est le plus étudiés et le plus courant, il a été observé
chez les légumineuses tempéreées : le pois, le Soja, ...etc (Selami, 2015).

1.3. Développement de nodule
Suite a I’infection, I’organogenése d’un nouvel organe se met en place, cet organe qui est le
nodule constitue une niche pour les bactéries. Aprés Le stade final du processus infectieux est
atteint une fois les bactéries sont libérées a l'intérieur des cellules végétales a partir des
cordons d'infection (Figure 07). Les bactéries sont intégrées au cytoplasme des cellules
végeétales du cortex des racines ou elles se proliferent rapidement, elles prennent des formes
plus ou moins globuleuses, parfois branchées devenant ainsi des bactéroides. Les bactéroides
sont enfermées par une membrane de type plasmique dérivant de la cellule végétale et
forment ainsi un ensemble nommé Symbiosome. Le nombre de ces bactéroides dans une seule
cellule infectée peut aller jusqu’a plusieurs milliers d’unité (Figure 07) (Schneider et Huyghe,
2015).

B
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Figure 07 : schémas représentatifs des étapes de 1’établissement de la nodulation
(Perrin,2019).
1) conversation plante-rhizobium.
2) Invasion du poil absorbant et formation d'un cordon d'infection.
3) apparition du premier nodule.
4) formation des vésicules.
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2. Substances responsables de la nodulation

2.1.  Flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires de faible poids moléculaire produits
par les plantes. Plus de 10 000 variants structuraux de flavonoides ont éte décrits. Les
flavonoides sécrétés sous forme d'aglycones et de glycosides constituent une grande partie des
exsudats racinaires. Le squelette des flavonoides est synthétisé par condensation de la 4-
coumaryl-CoA fournie par la chalcone synthase, mais plusieurs modifications de cette
structure produisent différentes classes de flavonoides: flavanones, flavones, isoflavonoides,
chalcones et anthocyanidines. Les flavonoides servent de molécules de signal dans la
rhizosphere pour concentrer les Rhizobia compatibles et induire la biosynthése du Facteur
Nod, Ce sont des chimioattractants pour les Rhizobia, des inducteurs de I'expression génique
des Nods, des déterminants de la spécificité de I'néte et des régulateurs du transport de

I'auxine dans les racines lors de la formation de nodules (Saidi, 2021).

2.2.  Facteurs Nod

En réponse aux flavonoides des plantes, les Rhizobia produisent des FN qui induisent
la déformation des racines, la formation de fils d’infection, la réponse initiale dans la division
cellulaire corticale des racines et la formation des primordia des nodules. Les FN sont
structurellement divers et une seule souche rhizobienne peut produire une gamme de ces
métabolites. Ils sont produits par des Rhizobia appartenant aux o et a la majorité des f-

protéobactéries (Saisi, 2021).

3. Génétique de la nodulation chez les bactéries

3.1.  Genes de nodulation des Rhizobia (Genes nod)

La capacité des rhizobia a former des nodules repose sur la présence dans leur génome
d’un ensemble de geénes de nodulation indispensables a la symbiose. Les geénes nod sont
impliqués dans la biosynthése de lipo-chitooligosaccharide (LCOs). Les genes nod sont
activés par les flavonoides des exsudats racinaires émis par 1’hote. Ils sont localisés sur un
grand fragment d’ADN circulaire (ou plasmide) du Rhizobium appelé plasmide Sym (pour
symbiose) (Madigan et Martinko, 2007).

3.2.  Lesgenes nod communs

Les trois (03) génes nod (nod A, nod B, nod C), appelés aussi génes structuraux, sont
des genes clés de la nodulation car ils sont responsables de la synthese du squelette commun

des facteurs Nod Sont des genes dits communs car, rencontrés chez toutes les especes de

&
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Rhizobium. Les génes nodA, nodB, nodC fonctionnellement interchangeables entre toutes les
espéces de Rhizobium (Madigan et al., 2007).

3.3.  Lesgenes hsn : (host specific nodulation)

Sont des genes spécifiques de la plante a infecter et non interchangeables, présents
chez certaines espéces et non chez d’autres. IIs sont, de se fait, responsables de la spécificité
d’héte et de la reconnaissance entre la bactérie et la plante assurent les diverses substitutions
qui modifient le squelette de base des facteurs Nod (William et Hopkins, 2003).

3.4.  Les genes nif et les génes fix

3.4.1. Genes nif

Les bactéries fixatrices d’azote possédent une vingtaine de génes nif qui contrdlent la
synthése d’un complexe enzymatique (nitrogénase) responsable de la réduction de 1’azote
moléculaire en ammoniac. On retrouve parmi eux les genes de structure nifH, nifD et nifK. La
nitrogénase est constituée de deux sous-unités fonctionnelles: La dinitrogénase réductase
(protéine Fe) codée par le gene nifH, est composée de deux chaines identiques et la
dinitrogénase (protéine Mo-Fe) qui est un hétérotétrameére, codé par les génes nifD et nifK
(Ott et al., 2005).

3.4.2. Geénes fix

Les genes fix sont des geénes additionnels, essentiels a la fixation d’azote et qui sont
rencontrés uniquement chez les fixateurs symbiotiques. Ces genes sont tous nécessaires pour
la fixation de I'azote: les génes fixNOQP codent pour un cytochrome oxydase, fixGHIS codent
pour la pompe cationique et fixABCX codent pour une flavoprotéine (William et Hopkins,
2003 ; Kouakou, 2011).
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l. Isolement des bactéries a partir des nodules (Trigonella

gladiata Stev.)

Notre travail porte sur les nodules racinaires de la plante Trigonella gladiata Stev.
Poussant dans la région de Trachet, commune d’El Mahmel a la Wilaya de Khenchela (Figure
08), dont les coordonnées GPS de latitude et de longitude sont respectivement les suivantes :
35.15502°N 7.28839°E.

La wilaya de Khenchela connait un climat méditerranéen. Les étés sont chauds et secs
et les hivers sont froids. La température moyenne annuelle pour la wilaya de Khenchela est
de 21 °C degrés et il y tombe 202 mm de pluie chaque année. Il fait sec pendant 232 jours par
an en moyenne avec un taux d’humidité estime & 52 % et un indice UV a 5. (Quand partir

pour.fr a été indexé pour la premiere fois par Google en August 2018).

=
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Figure 08 : Localisation de la Wilaya de Khenchela.

1.1.  Collecte des nodules

On considére que la saison printaniere est la meilleure période pour effectuer la
sé¢lection et 1’échantillonnage des nodules, notamment, celle allant du mois de Mars jusqu’au
mois d’Avril, ou en plus de I’activité optimale de la plante, la terre est séche et praticable
d’une part, et les nodosités racinaires sont bien distinctes avec leur couleur rougeétre

témoignant de la présence de la leghémoglobine d’une autre part.
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Selon les techniques préconisées par Vincent (1970) et Somasegaran et Hoben (1994),
la collecte est réalisée en creusant environ 15 cm autour de la plante et 20 cm dans le sol a fin
d’extraire la plante et son appareil racinaire. En se servant des mains, les racines sont
dégagées de la terre mais sans la détérioration des nodules.

Ensuite, les racines sont coupees et transportées dans des sacs en plastique
immediatement au laboratoire.

Au laboratoire, on procéde au lavage minutieux des nodules a I’eau courante, puis a
leur détachement a 1’aide d’un couteau 1 a 2 mm du site d’attache. Apres, les nodosités sont

séchées avec du papier filtre et conservées.

1.2.  Conservation des nodules

Pour une courte durée de stockage et pour un usage immédiat, les nodules frais sont
séchés au papier filtre puis réservés directement au réfrigérateur a une température de 4 °C
pour une durée de 24 jusqu’a 48 heures (leur congélation est prohibée a cause de I’effet
destructif des cristaux de glace). Cependant, pour une longue conservation allant de 06 a 12
mois, on recommande I’emploi du Chlorure de Calcium (CaCly) autant que dessiccateur
(Absorbe I’humidité) (Vincent, 1970). Pour la conservation, ce dernier rempliera la moitié du
flacon utilisé puis recouvert d’un bout de coton sur lequel les nodules seront déposés. Selon
Vincent (1970) et Somasegaran et Hoben (1994), la mention du nom de la plante,
la date et lieu de collecte ainsi que la date de conservation est obligatoire sur chaque flacon
(Figure 9).

Bouchon ?

———— Nodules c»‘ =
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-
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Figure 9 : Conservation des nodules.
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1.3.  Isolement des bactéries a partir des nodules

Si la conservation des nodules est effectuée avec un dessiccateur, ils sont
préalablement mis dans de 1’eau distillée pendant une nuit & une température de 4 °C (au
réfrigérateur), ensuite pour une heure a une température ambiante, cette étape consiste a
réhydrater les nodosites. Si non, ils sont directement utilisés aprés le lavage.

Afin d’isoler les bactéries que contiennent les nodosités, un protocole décrit par
Vincent (1970) et Somasegaran et Hoben (1994) est exécuté. Il comportera les étapes

suivantes.

1.3.1. Stérilisation de nodules

Les nodules préparés sont immergés dans 1’éthanol 95 % pendant dix secondes, puis
transférés immédiatement dans une solution de I’hypochlorite de sodium 3 % (NaClO 3 %)
pendant trois minutes. Ensuite, ils sont rincés 10 fois dans de I’eau distillée stérile (Vincent,
1970).

1.3.2. Test de stérilisation

Ce test est effectué pour confirmer la stérilisation externe des nodules et vérifier
I’efficacité de la technique adoptée, I’ensemencement est réalisé en faisant passer un nodule
stérile sur le milieu YMA additionné de rouge Congo (Annexe 01), puis I’incuber a 28 °C
pendant 24 heures.

1.3.3. Ecrasement des nodules

Dans des conditions d’asepsie totale (sous la hotte a flux laminaire) et sur une boite de
Pétri stérile, les nodules stériles sont déposés individuellement dans une goutte d’eau distillée
stérile, ou ils seront écrasés a 1’aide d’une pince stérilisée par immersion dans 1’éthanol et

flambage au bec Bunsen (Vincent, 1970).

1.3.4. Isolement des bactéries

Apres I’écrasement des nodosités et 1’obtention d’un jus trouble, ce dernier est étalé a
I’aide d’une anse de platine, sur une boite de Pétri contenant le milieu spécifique YMA (Yeast
Mannitol Agar) additionné de rouge Congo (Vincent, 1970). L’ensemencement est réalisé
selon la technique des quatre cadrans (Somasegaran et Hoben, 1994) (Figure 11) dans le but

d’avoir des colonies isolées et donc faciles a caractériser. Les mémes nodules sont

o
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ensemencés sur le milieu glucose peptone agar additionné de pourpre de bromocrésol (GPA +

BCP). Les boites sont ensuite incubées a 28 °C pendant 48 & 72 heures.

2. Caracteres 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 01).

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 liquid: YMB (Yeast Mannitol Broth) (Annexe 01).

Milieu solid: YMA (Yeast Mannitol Agar) (Annexe 01).

YMA + RC (Yeast Mannitol Agar + Rouge Congo) (Annexe 01).

YMA + BTB (Yeast Mannitol Agar + Bromothymol Blue) (Annexe 01).
GPA + BCP (Glucose Peptone Agar +Bromocrésol Pourpre) (Annexe 01).

L’autoclavage des milieux se fait a 120 °C pendant 20 minutes (Annexe 01).

B
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2.2. Purification des isolats

Selon les critéres de Vincent (1970) et Somasegaran et Hoben (1994), La description
des isolats implique ce qui suit : Forme, aspect et couleur des colonies sur les différents
milieux. La purification nécessite des repiquages réguliers jusqu’a I’obtention des isolats
homogénes.

La technique consiste, dans une premiére étape, a ensemencer des tubes qui
contiennent le bouillon YMB, puis les incuber pendant 24 h dans un bain-marie a 28 °C et
sous agitation (120 tours/ min). Dans une seconde phase et apres l'incubation, les tubes
présentant un trouble (témoignent d’une croissance), feront 1’objet d’un deuxiéme
ensemencement sur le milieu YMA+ RC, Apres lequel des examens microscopiques
(coloration de Gram) et morphologique seront enfin réalisés jusqu’a 1’obtention des isolats

pures.

2.3. L’examen visuel des colonies
Cet examen consiste a décrire I’aspect macroscopique des colonies obtenues sur les
milieux YMA, YMA+RC et GPA+BCP.

2.4, Test de la vitesse de croissance
Cet examen consiste a cultiver nos isolats sur le milieu YMA + Bleu de Bromothymol
(BTB), qu’on incube a 28 °C pendant cinq jours durant lesquels, une lecture quotidienne est

effectuée a fin d’observer et noter tout virage de couleur de milieu.

2.5. Conservation des souches

Plusieurs techniques de conservation sont possibles, dans le cadre du présent travail,
on a utilisé la méthode suivante :

La conservation est réalisée sur le milieu YMA additionné de 1- 3 g/l de CaCO3z ayant
le role d’agent neutralisant 1’acidité. Le milieu autoclavé est répartie dans des tubes a essai
formant des géloses inclinées. A partir d’une culture bactérienne en phase de croissance
exponentielle et a I’aide d’une anse de platine, des stries réguliéres sont effectuées a la surface
de la gélose (Figurel0). Suite a une incubation a 28 °C pendant trois jours, les tubes sont
conservés au réfrigérateur a 4 °C, ce qui permet une longue durée de conservation allant de

six a douze mois (Vincent, 1970).

&



Chapitre 02 : Matériel et Méthodes
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stries effectuées sur la gélose.

Figure 10 : Repiquage sur tube gélose incliné (YMA) d’apres (Vincent ,1970).

2.6. Examen microscopique apreés coloration de Gram

La coloration de Gram est d’un pouvoir discriminant trop ¢élevé, di a I’exploitation des
propriétés biochimiques de la paroi bactérienne. Grace a cette technique, les bactéries sont
distinguées en deux grands groupes : les bactéries a Gram négatif et les bactéries a Gram
positif (Annexe 03).

2.7. Examen de la mobilité
Le milieu Mannitol Mobilité est un milieu de culture permettant de mettre en évidence
I’utilisation du Mannitol et la mobilité¢ bactérienne par ensemencement sur tubes incliné par

pique central a I’aide d’une anse da platine incubé a 28 °C pendant 72 h.

3. Caractérisation phénotypique des isolats
3.1. Tests biochimiques (la recherche des enzymes spécifiques)
Notre objectif est de mettre en évidence des enzymes synthétisées par les bactéries a

I’exemple de la nitrate-réductase, 1’uréase, la cellulase, la catalase et 1’oxydase.

3.1.1. Réduction des nitrates
Les souches ont été mises en culture dans des tubes contenant 5 ml TY (Tryptone
Yeast) (Annexe 01) pendant 6 jours a 28 °C. La reduction des nitrates (NO3") est mise en

évidence par I’ajout de quelques gouttes des réactifs NR1 et NR2 (Nitrate réductase 1 et 2)
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dans chaque tube (Figure 11), I’apparition d’une coloration rouge indique que les nitrates ont
été reduits en nitrites (NO2"). Si le milieu reste incolore on rajoute une pincée de poudre de
zinc (Zn) pour vérifier la présence ou 1’absence des nitrates non dégrader dans le milieu.
Aprés quelques minutes, 1’apparition d’une couleur rouge signifie la présence des ions nitrates
(résultat négative) et I’absence de coloration du milieu indique I’absence d’ions nitrates dans
le milieu (résultat positive), donc les bactéries ont dégradé les nitrates au-dela du stade nitrites
NR™ (Delarras, 2014).

4

/—i NR1+NR2 Coloration rouge: présence de NO2 issus de
la réduction de NO3

= #—— poudre de zinc Coloration rouqe: NO3
\ est réduit par le zinc

l l’ Pas de coloration:

A

absence de NO2, NO3
été réduit en N2

Figure 11: Teste de recherche du nitrate réductase

3.1.2. Hydrolyse de I’urée

L’enzyme recherchée est dite « Uréase », elle catalyse 1’hydrolyse de I'urée en
dioxyde de carbone et d’ammonium (William et Hopkins, 2003). Ce dernier responsable de
’alcalinisation de milieu.

Pour sa mise en évidence, les isolats sont cultivés a 28 °C pendant 72 heures sur le
milieu YMA (Annexe 01) auquel, il est rajoute 2 % (p/v) d’urée et 0,012 g de Rouge de
Phénol comme indicateur de pH, qui en cas de réaction positive, il vire vers le rose Indigo. A
cause de sa thermolabilité, la solution d’urée est stérilisée par filtration (filtre 0,45um), puis
elle sera incorporée au milieu YMA autoclavé (a 120 °C pendant 20 minutes) et maintenu a
45 °C.
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3.1.3. Activiteé cellulolytique

Les isolats sont mis en culture sur milieu YMA auquel il a été rajouteé préalablement le
CMC (Carboxy Methyl Cellulose) a une concentration égale a 0,25 %, puis incubés a 28 °C
pendant cinq jours. Apres cette période, les boites sont rincées délicatement a 1’eau courante
puis remplies d’une solution de rouge Congo (1mg/ml) et ré-incubées pendant 30 minutes a
28 °C.

Ensuite, la solution de rouge Congo est remplacée par une solution de NaCl 1M. Les

boites sont laissées pendant 30 minutes a température ambiante puis vidées.

3.1.4. Recherche de I’oxydase

Il s’agit de la recherche du cytochrome oxydase, derniére enzyme de la chaine
respiratoire qui assure le transfert des électrons sur I’oxygéne ou sur un autre oxydant minéral
(Camille ,2006).

A T’aide d’une pipette Pasteur boutonnée, une colonie est déposée sur des disques
imprégnés du réactif oxalate de N-diméthyle paraphényléne-diamine de couleur rose. Si la

couleur du disque vire vers un violet noiratre, il s’agit de bactéries oxydase positive

(Abdlhafid ,2011).

3.1.5. Recherche de catalase

Une quantité suffisante de culture est prélevée et elle est mise en suspension dans une
goutte d’eau oxygénée déposée sur une lame. En présence des bactéries productrice d’une
catalase, on observe immédiatement a partir d’H202 10 V une apparition de bulles, un
dégagement gazeux de dioxygene, ce qui traduit une réaction positive et le contraire est

valable.

3.1.6. ldentification biochimique par la Galerie APl 20 NE

API 20NE est un systeme standardise pour I'identification des bacilles a Gram négatif
non entérobactéries et non fastidieux (ex. Pseudomonas, Acinetonacter, Flavobacteruim,
moraxelle, vibrio, aeromonas, etc.) Combinant 8 tests conventionnels, 12 tests d'assimilation,
et une base de données. La liste compléte des bactéries qu'il est possible d'identifier avec ce
systéeme et possible d'identifier avec ce systéme et presente dans le tableau d'identification en
fin de notice.

La galerie APl 20NE comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés
(Figure 12).
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Les tests conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne saline qui
reconstitue les milieux.

Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages
colorés spontanés ou révelés par I'addition de réactifs.

Les tests d'assimilation sont inoculés avec un milieu minimum et les bactéries
cultivent seulement si elles sont capables d'utiliser le substrat correspondant.

La lecture de ces réactions se fait a I'aide du tableau de lecture et I'identification est

obtenue a l'aide du catalogue analytique ou d'un logiciel d'identification (Annexe04).
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Figure 12 : mode d’emploi sur les galeries.

3.2. Test physiologique (Effet de la température)

Afin de déterminer les températures optimales et maximales de croissance, les isolats
sont ensemenceés sur le milieu YMA (Annexe 01) par la méthode des stries simples puis
incubées pendant 72 heures a températures différentes : 4 °C, 28 °C, 37 °C, 50 °C. Durant
cette période, une lecture quotidienne des boites va permettre un meilleur suivi de la

croissance. Pour la température 4 °C et 50 °C 1’incubation peut aller jusqu’a cinq jours.

&



Chapitre 03 :
Résultats

Et

Discussion



Chapitre 03 : Résultats et Discussion

1. Isolement des bactéries a partir des nodules

1.1.  Test de stérilisation

Apres la durée d’incubation préconisée, le test est positive car il n'y a pas de croissance
sur le milieu YMA + RC. L’absence de colonies sur ces boites a confirmé donc la bonne

stérilisation de la surface nodulaire (Figure 13).

Figure 13 : Résultat du test de stérilisation.

2. Caracteres culturaux

2.1. Purification des isolats

Apres la culture des extraits des différents nodules, on est parvenue a isoler et a purifier
15 isolats puisqu’ils répondent a la description des Rhizobium établie par Vincent (1970) et
Jordan (1984) en absorbant pas (ou peu) le rouge Congo. Les isolats pris en comptes codés
comme suit :

TGy, TG2; TGz TGa; TGs; TGe; TGr; TGs; TGe; TGio; TG11; TG12; TGas;
TG14 ; TG1s ont fait 1’objet d’une coloration de Gram pour confirmer la pureté des cultures.

2.2. L’examen visuel des colonies

2.2.1. Croissance sur milieu YMA + Rouge Congo

La croissance des isolats sur le milieu YMA (Yeast mannitol Agar) additionné de
rouge de Congo était observée clairement apres 48 heures d’incubation, ou on a noté des

colonies lisses, visqueuses, de couleur rose claire (Figurel4).
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Figure 14: Aspect macroscopique de la croissance des isolats sur YMA+RC.

Généralement les rhizobiums produisent des colonies blanches ou absorbent un peu
de Rouge Congo sur le milieu YMA-RC (Somasegaran et Hoben, 1994).

Nos résultats sont identiques avec les résultats de Bendaira et Felten (2019); Dekdouk
et Ziada en 2015 avec Trigonella gladiata Stev.

D’autre part les mémes résultats sont observés par Fuskhah et al (2019) avec les
rhizobiums isolés de soja, arachide, haricot vert et haricot long. Ces colonies sont blanches,
incolores ou trés légérement roses. Kaji¢ et al (2019) ont également observés des colonies
blanchatres ou roses pales des rhizobiums, nodulant Vigna unguiculata L. et Medicago sativa
L.

2.2.2. Croissance sur milieu YMA

Au bout de 48 h d’incubation a 28 °C sur le milieu YMA, Les colonie présentent un
contour régulier, une forme circulaire mesurant entre 2 et 5 mm, de couleur blanche
translucide, avec aspect lisse muqueux dd a la production des « Exopolysaccharides » (EPS)
(Figure 15).
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Figure 15: Aspect visqueux des isolats sur YMA.

Figure 16: Résultats apres la conservation des isolats sur YMA+CaCOs3

(tube incliné).
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2.1.3. Croissance sur milieu GPA + BCP

Le pourpre de Bromocrésole (BCP) est un indicateur de pH, En présence de croissance,
sa couleur vire vers le jaune dans le cas d’une acidification et vers le violet foncé lors d’une
alcalisation.

Apreés 3 jours d’incubation a 28 °C, Tous les isolats ont montré une bonne croissance
avec acidification du milieu (couleur jaune), ceci met en évidence leur capacité a assimiler le
Glucose comme source de carbone, ce qui en accord avec les travaux de Singh et son équipe
publiés en 2008 portant sur 1’isolement des Rhizobium nodulant la Trigonella foenum-
graecum (Figure 17).

Figure 17: Aspect macroscopique de la croissance des isolats sur
GPA + BCP.
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2.2. Test de la vitesse de croissance

Le bleu de bromothymol (BTB) est un indicateur de pH permettant la mise en
évidence d’une réaction acide ou basique dans une gamme, Une réaction acide se traduit par
le changement de couleur du bleu vers le jaune, par contre la réaction basique se montre par le
renforcement de la couleur bleu.

Dans la premiére édition du Bergey's Manual of Systematic Bacteriology publiée en
1984, Jordan a subdivisé les rhizobiums en deux genres distincts:

- les bactéries a croissance lente (genre Bradyrhizobium).

- les bactéries a croissance rapide (genres Rhizobium, Mesorhizobium,
Sinorhizobium, ...).

Au bout de 72 heures d’incubation & 28 °C Sur le milieu YMA+ BTB, latotalité de nos
isolats a présenté une coloration jaune, qui est due a une acidification totale du milieu de culture
(Figure 18). Cela signifie que la croissance des différents isolats est rapide.

Des résultats similaires ont été rapportés par Kumar et al (2018) pour les bactéries
isolées de Trigonella foenum graecum et par Boukaous (2020) pour les souches isolées a
partir des nodules Hedysarum pallidum. La méme constatation est rapportée par Gaci (2021)

pour les rhizobiums indigenes piégés a partir de la Iégumineuse Pisum sativum L.

Figure 18: Résultat du test de vitesse de croissance YMA+BTB.
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2.3. Examen microscopique apres coloration de Gram

L’observation microscopique des isolats aprés la coloration de Gram, montre que nos
isolats sont des coccobacilles courts, roses qui indiquent que les isolats sont des Gram négatif
(Figure 19).

Geénéralement, Les rhizobiums sont des bacilles a Gram négatif, strictement aérobies et
non sporulants, leur taille varie entre 0,6 a 0,9 um de largeur et de 1,2 a 3 um de longueur,
mobiles avec une flagellation (Werner, 1992).

Ces résultats sont en accord avec la description donnée pour le genre Bradyrhizobium
isolés par Vinuesa et al (2005), Dekak (2018) avec quelques espéces de légumineuses
spontanées de la tribu des Ginesteae (Fabaceae) et les isolats de Luzerne (Medicago sativa)
par Saidi (2021).
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Figure 19: Résultat de la coloration de Gram (Objectif x100).
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3. Examen de la mobilité

Aprés une pigdre centrale par une pipette pasteur contenant une suspension
bactérienne dans un tube de Mannitol mobilité incubé a 28 °C pendant 72 h. Tous les
résultats sont positives (mannitol+ / Mobilité+) (tableau 01), on observe un changement de
couleur du rouge vers le jaune avec une diffusion d’un trouble homogéne au centre du milieu
dans tous les tubes. Donc tous les isolats sont mobiles avec une acidification du milieu ce qui

indigue une fermentation du mannitol (Figure 20).
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Figure 20: Résultats de Mannitol mobilité.

Ces résultats sont confirmeés par Chabbi (2010), ainsi chez les bactéries nodulants la
feve (Vicia faba L.) et La luzerne (Medicag osativa L.) Mouafek (2010) et Abdlhafid (2011),

aussi chez les bactéries nodulants la léegumineuse Astragalus mareoticus (Chemmare, 2014).
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Tableau 01: Résultat du test mannitol mobilité.

Les L’observation L’interprétation conclusion
isolats
TG: - Acidification du milieu -La bactérie
révélée par un virage fermente le
TGy .
de mannitol
TGs I'indicateur de pHasa  Bactérie mannitol+
teinte acide.
TGu
, - Les bactéries sont
TG 13 Jaune - Déplacement des .
bactéries dans le milieu mobiles
TG1a , . Mobilité +
(gélose semi-molle).
TG1s
TG: - Acidification du milieu -La bactérie
révélée par un virage fermente le
TGs .
de mannitol
TGa I'indicateur de pHasa  Bactéries
, teinte acide. mannitol+
TGs Jaune-orangé
TGe - Déplacement des -Les bactéries sont
bactéries dans le milieu mobiles
TGs . . e
(gélose semi- Mobilité +
TG1o
molle).
TG12
4. Caractéristiques phénotypique des isolats
4.1. Tests biochimiques (la recherche des enzymes spécifiques)

4.1.1. Réduction des nitrates

Dans le sol, ’azote est présent principalement sous forme d’ions ammonium (NH4") et
sous formes d’oxydes d’azote, ions nitrates (NO3z) ou nitrites (NO2). Les nitrates sont la
source préférentielle d’azote pour la plupart des microorganismes et de leur plantes hotes. Le
nitrate est réduit en nitrite par le nitrate réductase (NR) qui catalyse la réaction suivante :

NOs + 2H" + 2e° —— NO2 + H.0

Aprés I’ajout de quelques gouttes des deux réactifs nitrate-réductase 1 et 11, les deux
isolats TG12 et TG13 (12.5 %) ont présenté une coloration rouge (résultat positive), ce qui
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signifie qu’ils possedent I’enzyme (Nitrate réductase NR+) et qu’ils ont réduit les nitrates en
nitrites (Figure 21).

Les autres isolats n’ayant montré aucun changement de couleur, ont fait I’objet d’ajout
de poudre de zinc :
TG1 TG2 TGio TG4 (25 %) sont restés incolores (résultat positive) (Figure 21-b), qui signifie
que pas de présence de NO> issus des NOs", ce dernier été réduits en N> par la bactérie

(Nitrate réductase NR+ stade N2) ce processus est dit dénitrification selon :

NOz +6 H* +5e « —— N, + 3H.0

TGs3; TG4 ; TGs; TGe; TG7; TGs; TGo; TGu1; TG 15 (62.5 %) ont présenté une coloration
rouge (résultat négative) (Figure 21-a), Qui signifie que le Zn a réduit le NO3™ encore présents
en NO2 qui sont révélés par les réactifs, pas de réduction de NOs™ en N> (Nitrate réductase NR-)

selon la réaction suivante:

NO3 +2Zn +2H" —————— NO; + Zn** + H»O

Figure 21: Résultat du test de la Nitrate-réductase.

L’activité de la nitrate réductase est positive pour 75 % de nos isolats. La capacité
des rhizobiums a réduire les nitrates a été observée par Dekak et al., (2018) 100 % des

bactéries isolées des deux légumineuses Genista microcephala et Argyrolobium uniflorum,




Chapitre 03 : Résultats et Discussion

ainsi que chez 100 % pour les rhizobiums de la Iégumineuse Pisum sativum L. de I'ITGC-
Constantine et d’El Hassi (Gaci et al., 2021). Chez 93 % des bactéries isolées a partir des
nodules d’Hedysarum pallidum (Boukaous et al., 2020).

D’autre part, Lucinski et al. (2002) ont indiqué que les associations symbiotiques des
souches de Rhizobium caractérisées par une forte activité du nitrate réductase. De plus, les
études menées sur des souches différentes de Bradyrhizobium ont prouvé que les souches
dotées cette enzyme (NR™), sont capables d’infecter suffisamment les racines, méme a des
concentrations relativement élevées en nitrate, alors que chez les souches qui en sont

dépourvues (NR") cette propriété est complétement perdue.

4.1.2. Hydrolyse de I’urée
Les résultats ont révélé que 100 % des isolats sont positifs pour I’activité uréas e
(Figure 22). Nos isolats sont utilisées le rouge de phénol comme indicateur de pH. Ce dernier
change de couleur vers le rose fuchsia suite a une activité hydrolytique de I’urée « CO (NHy),
» dont le produit est I’ammonium (NH3), ce dernier provoque une augmentation de pH
(alcalinisation du milieu) selon la réaction suivante :
CO (NH>).2 + H20 | — CO2 +2 NHs

Figure 22 : Résultat de I’hydrolyse de I'urée.

La mise en évidence de la capacité des rhizobia a hydrolyser I’urée a été initialement
décrite par Jarvis et al. (1977). Beaucoup de travaux ont confirmé l'effet positive pour

I’activité uréasique, (Dekak et al., 2018) avec les isolats nodulaires de Genista microcephala

&
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et Argyrolobium uniflorum, la plupart des isolats de Trigonella foenum-graecum (Kumar et
al., 2018). D’autre part, la capacité d’hydrolyse de 1’urée par les bactéries nodulant les
Iégumineuses pas toujours positive avec tous les souches, Gaci (2021) 52,94 % des isolats de
la Iégumineuse Pisum sativum L. ,70 % des rhizobiums nodulant la luzerne (Kaji¢ et al.,
2019).

4.1.3. Activite cellulolytique

La premiére phase du processus d’infection des légumineuses par les rhizobiums
implique la dégradation enzymatique localisée des parois cellulaires aux extrémités des poils
racinaires (Menéndez et al., 2019). Plusieurs études ont montré que les rhizobiums produisent
des enzymes, comme la carboxymeéthylcellulase (CMCase), également appelée « endo-1,4-f3-
D-glucanase ; EC 3.2.1.4 » capable de cliver les liaisons B-1,4-glucane des parois végétales et
permettant la pénétration des bactéries (Menéndez et al., 2015),

L’apparaissent des colonies sur un fond rouge avec un halo jaune orangé, prouve la
présence d’une CMCase est I'une des enzymes clés impliquées dans le processus précoce de la
symbiose (stade initial de I’infection) (Bhat et Bhat, 1997).

Tous les isolats ont montré une réaction positive (Figure 23). lls sont donc capables
d’hydrolyser le CMC.

o
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Figure 23: Résultat de I’hydrolyse du CMC.

Les résultats obtenus pour cette étude se sont révélés en concordance avec les résultats
obtenue avec les bactéries isolées a partir des nodules de Genista microcephala et
Argyrolobium uniflorum (Dekak et al., 2018) et ainsi avec des isolats nodulaires d’Hedysarum
pallidum (Boukaous et al., 2020) et avec 24 souches de Mesorhizobium sp. isolés a partir des

nodules racinaires de Cicer canariense (Menéndez et al., 2020).

4.1.4. Recherche de I’oxydase

L’enzyme de la bactéric oxyde le réactif N, N, N’, N’-Tetramethyl-p-
phenylenediamine dihydrochloride pour former un composé violet, 1’indophénol (Bibirou,
2016).

L’activité oxydase est positive pour tous nos isolats suite a 1’observation immédiate
d’une teinte bleue foncée (Figure 24), C’est-a-dire que ces bactéries possédent une enzyme

cytochromique bactérienne dans la chaine respiratoire
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Figure 24: Résultat du test Oxydase.

4.1.5. Recherche du catalase

La catalase est une enzyme catalysant la libération d’oxygéne du peroxyde
d'hydrogeéne (H,0O,) selon la réaction suivante :

2 H,0, — O, + 2 H,0O

Lors de la mise en contact des isolats avec le H,O,, on observe que tous les isolats
donne des resultats positif traduit par un dégagement des bulles d’air sur la lame issu de la
dégradation de 1’eau oxygénée, ce qui signifie qu’il possede cette enzyme (Catalase +) (Figure
25) Donc nos isolat sont des aérobies stricts. Ce qui en accord avec les travaux de (Abdlhafid
,2011).

Figure 25: Résultat du test Catalase.
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4.2.  Caractérisation biochimiques sur galerie APl 20 NE

Les résultats obtenus des galeries APl 20NE (Figure 26) sont présentés dans le
tableau 02 qui va suivre. Ce test a été realise dans le but de pouvoir déterminer la source
carboneée assimilée, ainsi que les autres caractéristiques des différentes souches étudiées, c’est

une base de I’identification biochimique.

Tableau 02 : Résultats des tests biochimiques effectués sur la galerie AP1 20 NE.

souche
TG | TG2 | TG | TG | TG | TG | TG | TG | TG | TG | TGt | TGz | TGz | TGy | TGis

test 1 3 4 5 6 7 8 9 4

NOs + _ _ _ L _ B + B B + B B _
TRP + + + B + + B + B B B B B + +
GLU _ _ _ _ _ l_ _ _ _ _ _ _ _ _ _
ADH + + + + + + B + B B B B + + +
URE + + + + + + B + B B B B + + +
ESC + + + + + + + + + + + + + + +
GEL _ _ _ _ _ l_ _ _ _ _ + _ _ _ _
PNPG + + + + + + + + + + B + + + +
GLU + + + + + + _ + B B + B B + +
ARA + + + + + + _ + B B B B + + +
MNE + | _ + + + |+ | + || 3 3 + + +
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MAN + + + + + + _ _ _ _ _ _ + + +
NAG + + + + + |+ | + || B B + + +
MAL + + + + + + _ + _ _ _ _ + + +
GNT + + + + + + _ + B B B B + + +
CAP o _ S I AN N I R _ _ _ + _
ADI + | T 1+ 1 1_ 1 1+ 1. 1_ _ B n PR
MLT + + + + + + _ + + _ _ _ + + _
CIT + _ _ + _ _ _ _ _ _ _ _ + + _
PAC _ _ _ + _ _ _ _ _ _ _ _ _ + _
OoX + + + + + + + + + + + + + + +
+ : Test positif ; - : Test négatif

X Les tests onventionnels (Tableau 02)

. L’utilisation du tryptophane (TRP)

Les résultats obtenus montrent que les souches TG1, TG2, TGz, TGs, TGe, TGs, TG14,
TGis étudiées produisent de I’indole a partir du tryptophane.

. Fermentation du glucose (GLU)
Les résultats obtenus montrent que toutes les souches n’est pas capable de fermenter

le glucose.
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. L’hydrolyse de I’arginine (ADH)
Les résultats obtenus montrent que les souches TGi, TG2, TGa, TGa, TGs, TGs, TGg,
TG1o, TG13, TG4, TG15 qui sont capable d’hydrolyser la L-arginine.

. L’hydrolyse de I’urée (URE)
Les résultats obtenus montrent que les souches TG1, TG2, TGz, TGas, TGs, TGs, TGg,

TGus, TG4 et TG1s possedent une uréase alors que les autres en sont dépourvu.

. L’hydrolyse de I’esculine (ESC)

Toutes les souches sont capables d’hydrolyser 1’esculine.

. L’hydrolyse de la gélatine (GEL)
Les résultats obtenus montrent que la seule soucheTGu1s est capables d’hydrolyser la

gélatine.

. Activité B-D galactopyranoside (PNPG)

Les résultats obtenus montrent que toutes les souches possédent une B-galactosidase
sauf la souche TG 11.

X2 Les tests d’assimilation

Les tests d’assimilation montrent que parmi les différents substrats utilisés :

- TGy, TGs, TG13, TGis assimile le citrate trisodium alors que les autres
souches n’assimilent pas le citrate.

- TG7, TG, TG11, TGiz, TG1s quant a elles n’assimilent pas I’acide malique et
le citrate trisodium.

- La souche TG4, TG4 assimile phenylacetic acid et capric acid alors que la
souche TG7, TGy, TGio, TG11, TG12 n’assimile pas le maltose.

- Les souches TGy, TGz, TGz, TG4, TGs, TGe, TGs, TG13, TG14, TG1s assimile
D-mannitol N-acetyl-glucosamine et D-maltose et potassium gluconate.

- Les souches TGy, TGz, TG3, TGas, TGs, TGs, TGs, TG1s, TGis assimile D-
glucose et L-arabinose.

- Sauf la souche assimile TGi1 D-glucose et la souche TGz assimile L-

arabinose.

&
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Niste et ses colloborateurs (2015), ont utilisé le systeme d’identification biochimique
APl 20NE sur une collection de 20 isolats nodulaire & partir de Trifolium pratense et
Medicago sativa.

Ils ont constaté une diversité dans I’utilisation des carbohydrates chez les Rhizobia et
rapporte que ce résultat confirme d’autre travaux antérieurs. Cette diversité renseigne sur une

variabilité de I’équipement enzymatique.

e

r vos o TASta sCiAs

Figure 26 : résultats des tests biochimiques sur les galeries api 20NE.
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5. Tests physiologiques

> Effet de la température

Nos isolats présentent une bonne croissance entre 28 °C et 37 °C aprés 48 heures
d’incubation (Tableau 03). Aux temperatures extrémes, la croissance des souches est
fortement influencée, la faible intensité de la croissance est prononcée et elle s’arréte
complétement chez la plus part des isolats a une température de 50 °C.

Par contre a 4 °C, on a noté que certains isolats présentaient une croissance au bout
des premiéres 72 heures suivant 1’inoculation, alors que d’autres en sont Inhibés jusqu’au

dernier jour d’incubation (5eme jour) (Figure 27).

Tableau 03 : Croissance des isolats aux différentes températures.

T(°C) |4°C 28 °C 37°C 50 °C

Isolats

TG1 + (48h) +++ (48 h) | +++ (24 h) -

TG> +(72h) [++(@2h) |+++(48h) -

TGs +(72h) | +++(48h) | +++ (24 h) + (72h)
TG4 + (48h) | +++(48h) | ++ (48h) -

TGs +(72h) | +++(48h) [ ++ (48h) -

TG +(72h) [++ (72h) |[+++(24h) + (72 h)
TGy +(72h) | +++(48h) | ++(48h) -

TGs +(48h) |++ (48h) | +++(48h) -

TGeo +(72h) | +++(48h) | +++ (48 h) -

TG + (72h) | +++(48h) | +++ (24 h) -

TGu + (48h) |+++(48h) [+++(24h) -

TGr + (72h) | +++(48h) | +++ (48 h) -

TGis + (72h) | +++(48h) | +++ (24 h) -

TG + (48h) | +++(48h) | +++ (24 h) -

TGis + (72h) | +++(48h) | ++(48h) +(72h)

+++ : Trés bonne croissance. ; ++ : Bonne croissance. ;

+ : Faible croissance. ; - : Pas de croissance
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Graham (1992) a rapporté que les rhizobia sont des bactéries mésophiles qui peuvent
se developper a des températures se situant entre 10 °C et 37 °C et que la température
optimale de croissance de la plupart des souches est 28 °C. Cependant, beaucoup d’études ont
prouvé la capacité des rhizobiums a tolérer les températures élevées grace a des Heat Shock
Proteins (HSPs) qui jouent un réle important dans la protection des organismes contre le
stress thermique (Michiels et al., 1994 ; Wallington et Lund, 1994).

D’autre part, il a été rapporté que les températures €levées peuvent également avoir un
impact sur la persistance des rhizobia dans 1’inoculum durant son stockage, leur survie dans le
sol ainsi que durant la nodulation et la fixation d’azote (Graham, 1992).

En effet, les températures élevées affectent la différenciation des rhizobia en
bactéroides ainsi que le fonctionnement de la nodosité (Zahran, 1999). A 1’opposé, les
températures basses inhibent I’expression des génes nod et donc I’infection et la nodulation
(Zhang et al., 1996).

D’autre coOté, les basses tempeératures sont parmi les principaux facteurs limitant la
fixation d’azote par les rhizobia dans les régions tres humides ou froides (Zhang et Smith,
1996).

Il a été aussi démontré qu’aucune corrélation n’existait entre les températures du site
d’isolement et la capacité des bactéries a tolérer des éventuels stress thermiques (El Hilali,
2006), ce qui exclue toute relation entre les températures enregistrées a la wilaya de Khenchela
(une moyenne des minima de - 2 °C et un minima absolu de - 4,8 °C (Andi, 2015) et la
capacité de nos isolats a croitre a basse température.

.
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Figure 27: Croissance de certains isolats a différentes températures

Apres 48 heures
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Conclusion

Dans cette étude nous avons essayées d'identifier des bactéries isolées a partir des
nodules racinaires de la légumineuse sauvage Trigonella gladiata Stev., collectée de la région
de Trachet, commune d’El Mahmel a la Wilaya de Khenchela située a I’Est Algérien.

D’apres ce travail nous avons essayé de déterminer les caractéres phénotypiques de
quinze souches isolées, cette caractérisation comporte des caractéres culturaux dépendant des
différents milieux (YMA, YMA+RC, YMA+BTB, YMA+BCP, examen microscopique,
examen mobilité) ainsi des tests biochimiques (réduction des nitrates, hydrolyse de I’urée,
activité cellulolytique, test d’oxydase, test catalase, la galerie api 20NE) et des tests
physiologiques (effet de la température).

Les résultats obtenus nous ont permis de conclure ce qui suit :

Les quinze isotas a un aspect morphologique colonial lisses, muqueuses, de couleur
blanchatre sur le milieu YMA, avec une faible ou sans absorption du rouge Congo sur milieu
YMA+RC, les isolats acidifier le milieu GPA et ont une croissance rapide sur le milieu
YMA+BTB.

L’examen microscopique par coloration de Gram révele des coccobacilles courts a
Gram négatif de différentes tailles. Le résultat du test mannitol mobilité confirme la mobilité
des isolats avec sa capacité a utiliser le mannitol comme source de carbone.

L’identification biochimique basée sur la recherche des enzymes spécifiques
nécessaires a la relation symbiotique. Malheureusement la majorité des souches ne sont pas
pourvues d’un nitrate réductase. D’autre part, tous les isolats possédent des enzymes
nécessaires au processus d’infection (cellulase) et au métabolisme azoté (uréase), ainsi tous
les isolats présente une réaction positive pour 1’oxydase et au maintien de 1’état physiologique
fonctionnel a I’exception de la catalase qui est positive pour la totalité.

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

La caractérisation physiologique de ces isolats a permis la mise en évidence d’un

caractére mésophile avec un optimum de croissance entre 28 °C et 37 °C.

A la lumiére de ce qui a été rapporte ci-dessus, on peut conclure que toutes les reponses
morphologiques, physiologiques et biochimiques de nos isolats sont similaires a celles des BNL
et des rhizobia. Mais ces résultats insuffusants en doivent étre suivé par d’autres tests
d’identification complémentaires, tel que le test de nodulation ainsi que les tests

génotypiques, moléculaires et les tests physiologique.

.



Conclusion

Par conséquent, le champ reste ouvert pour de nouvelles études sur cette espéce. Nous
espérons que les bactéries nodulant légumineuse Trigonella gladiata Stev. deviendra identifié

dans l'avenir.
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Annexe 01

Milieux de Culture et Solution Nutritive

Milieu YMB (Yeast Manitol Broth) en g/l (Vincent, 1970)

Mannitol
K,HPO,

NacCl

MgSO, 7(H,0)
Extrait de levure
Eau distillée

pH

Autoclavage

10,009
0,509

0,10g
0,20g
0,50g
1000 ml

6,8

120 °C pendant 20 min.

Milieu YMA (Yeast Manitol Agar) en g/l (Vincent, 1970)

YMB
Agar

pH

Autoclavage

1000 ml
18g

6,8

120 °C pendant 20 min.
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Milieu YMA+ Rouge Congo en ¢/l

YMB 1000 ml
Solution stock de Rouge Congo 10 ml

Agar 189
pH 6,8
Autoclavage 120 °C pendant 20 min.

Apres [’ajustement de pH on ajoute 10 ml de Rouge Congo puis on ajoute [’agar.

Milieu YMA+ CaCO zen g/l

YMB 1000 ml

CaCO3 19

Agar 189

Autoclavage 120 °C pendant 20 min.

Milieu GPA (Glucose Peptone Agar + Pourpre de Bromocrésol) en g/l

Glucose 10g

Peptone 059

Solution stock de BCP 10 mi

Agar 189

pH 6,8

Autoclavage 120 °C pendant 20 min.

Ajouter du Pourpre de Bromocrésol, apres stérilisation et refroidissement du milieu.
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Milieu YMA+ BTB (Bleu de Bromothymol) en g/l

YMB 1000 ml

Solution stock de bleu de Bromothymol 05 ml

Agar 159
pH 6,8
Autoclavage 120 °C pendant 20 min.

Apreés ajustement de pH on ajoute 05 ml de bleu de Bromothymol, puis on ajoute ’agar.

Milieu TY (Tryptone Yeast) en g/l

Tryptone 05

Extrait de levure 03

C&Clz H,O 0,87

L’eau distillée 1000ml
pH 6,8

Autoclavage 120 °C pendant 20 min.
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Annexe 02

Réactifs et colorants

Solution Rouge Congo (YMA+RC)

Solution du rouge Congo(CMC)

Poudre de rouge CONQO........ccveiieiiecieiieese et a et sne s 0.1g
BAU QISR ...t 100 ml
Solution d’NaCl (1M)

NACH. ..o et reere e 5849
BEAU QIS ..o e 100 ml
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Annexe 03

Coloration de Gram

Avant de procéder a la coloration de Gram et sous la hotte a flux laminaire « STERIL BIO
BAN model 48 », une préparation de frotti est indispensable. Cette derniere est réalisée a
partir de cultures en YMA+RC sur des lames, ou I’6se prélevée dispersée dans une goutte d’eau
distillée stérile, puis séchee et fixée.

Le protocole expérimental consiste a :

- Recouvrir la lame avec le Violet de Gentiane et laisser agir pendant 01 minute,

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

- Incliner la lame et laisser tomber goutte a goutte le mélange « Alcool-Acétone »,

- Laver a I'eau distillée

- Recolorer avec de la fuchsine et laisser agir pendant 01 minute,

- Laver a I'’eau distillée,

- Sécher avec un papier absorbant,

-Observer au microscope (x 100) en rajoutant I’huile a immersion.

I

/ - -

Vuole_t_de gentiane _L_ugole Kisodl Fuchsine

X 60s X 30s X 30s

‘ Huile aimmersion

a8 43 4 ‘

‘i-'.’ - ' /
) e

Observation S

aX100 ~

Figure : coloration de gram
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Annexe 04
Galerie api 20NE

> Inoculation De La Galerie

* Remplir les tubes (et non les cupules) des tests NO3 a PNPG avec la suspension
précédent en utilisant la pipette ayant servi au préléevement. Pour éviter la formation des
bulles au fond des tubes, poser la pointe de la pipette ou de la PSI pette sur le coté de la
cupule, en inclinant 1égérement la boite d'incubation vers I'avant.

* ouvrir une ampoule d'API AUX Medium comme indiqué au paragraphe "Précautions
d'utilisation™ et y transférer environ 200l de la suspension précédente Homogénériser avec la
pipette en évitant la formation de bulles

* Remplir tubes et cupules des tests GLU a PAC en veillant a créer un niveau
horizontal ou légerement convexe, mais jamais convace. Des cupules incomplétement
remplies ou trop remplies peuvent entrainer des résultats incorrects.

» Remplir d'huile de paraffine les cupules des trois tests souligné (GLU, ADH, URE)

pour former un ménisque convexe.
*» Renferme la boite d'incubation et incuber a 29°C +2 °C pendant 24 heures (2

heures).
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METHODOLOGIE / PROCEDURE / METHODIK / TECNICA / PROCEDIMENTO /
AIAAIKAZIA | METOD / METODE / METODYKA

NO;3
TRP

API NaCl 0.85 % Medium

l

060880088,

~ 200 pl

]

APl AUX Medium

|
66 6580856568

: !

24:00£2:00/48:00 |%%® 29°c+2°C

(XX}

[BEEEEEEEs BEtEEEEEGE]
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ANnnexes

> Tableau de lecture
) RESULTATR
TESTS | composanTs acTiFs |, OTE REACTIONS/ENZYMES —
(mglcup.) NEGATIF |  posimr
N NIT1+MT2/5min
réduction des Nitrates en nitrites incol ”
NO» potassium nitrate 0.138 = e | _roseceage
| Zn/§ min
‘. réduction desNitrates en azote rosa | incolors
JAMES / immédiat
. Incolore
TRP L-tryptophane 0,2 formation d'indole (TRyptaPhana) vert péle / jaune rose
GLU D-glucose 192 |fermentation (GLUcosa) bleu 4 vert |aune
ADH L-arginine 1,82 | Arginine DiHydrolase Jaune mﬂ?:“lgveml
.
orange / rose /
URE urée 0.76 UREase jaune . rouge
esculi 0,56 ris / marron /
ESC i i S 0072 |hydrolyse (p-glucosidase) (ESCuline) jaune g fioke
gélatine pas da diffusion diffusion du
GEL (origine bovine) 0.6 hydrolyse (protéase) (GELatine) du pigment pigment noic
4-nitrophényl-pD- [-palactosidase (Para-NitroPhényl-80-
PNPG jaune
galactopyranoside 022 Galactopyranosidase) wosugs
6Ly D-glucose 1,56 assimllation (GLUcose) transparence trouble
ARA| L-arabinose 14 | assimllation (ARAbinose) transparence trouble
MNE| D-mannose 14 assimilation (ManNosE) transparence trouble
MAN D-mannitol 1,36 assimilation (MANnitol) transparence trouble
| NAG| N-acétyl-glucosamine 1,28 assimilation (N-Acétyl-Glucosamine) transparence trouble
| MAL| D-maltose 14 assimilation (MALtose) transparence trouble
GNT potassium gluconate 1,84 assimilation (potassium GlucoNaTe) transparence trouble
| CAPI acide caprique 0,78 assimilation (acide CAPrique) transparence trouble
ADI acide adipique 1,12 assimllation (acide ADIpique) transparence trouble
IMLTf acide malique 1,56 assimilation (MaLaTe) transparence trouble
CIT trisodium citrate 2,28 assimilation (trisodium CiTrate) transparence trouble
PAC acide phénylacétique 08 assimilation (acide PhénylACétique) transparence trouble
(voir notice i
ox du test oxydase) cytochrome-oxydase

(voir notice du test oxydase)
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Caractérisation des endosymbiotes chez la légumineuse
Trigonella gladiata Stev.

Résumé

Quinze souches bactériennes isolées a partir de nodules racinaires de la légumineuse sauvage
Trigonella gladiata Stev., collectée dans la wilaya de Khenchela ont été étudiées d’un point de vue
phénotypique trouver les caractéres cellulaires, culturaux, physiologiques, et biochimiques.
Phénotypiquement, les isolats étudiés sont des coccobacilles & Gram négatif de croissance rapide,
ont présenté une bonne croissance a 28°C et Elles acidifient les milieux BTB et GPA. Les résultats
obtenus par caractérisation biochimique sur galeries APl 20NE révele une différence dans le
pouvoir d’assimilation des différents substrats ce qui renseigne sur 1’existance d’une diversité de
I’équipement enzymatique entre les différentes souches isolées.

Ces résultats indiquent donc que les isolats portent des caractéres phénotypiques similaires aux
(BNL) & croissance rapide. Bien que cette caractérisation reste insuffisante.

Mots clés : Nodule ; Légumineuse ; Trigonella gladiata Stev. ; BNL ; Galeries APl 20NE.
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