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Résumé

Le Haricot(phaseolus) est une Iégumineuse riche en amidon et en protéines, joue un
réle important dans lI'alimentation humaine, en particulier dans certaines régions tropicales
d'Afrique et d'Amérique latine.Le genre de Phaseolus a été cultivée en Algérie depuis des

centaines d’années, notamment dans les régions subhumides et semi arides .

Des bactéries isolées a partir des nodules de la Iégumineuse du genre Phaseolus sont
caractérisés par une étude phenotypique basée sur des caracteres morphologiques et culturaux
ainsi la recherche d’enzymes spécifiques (hydrolyse de 1urée, activité cellulosique,réduction
des nitrates, activité pectinolytique et d’hydrolyse de la 1écithine) qui donne une description
comparable a celle des Rhizobium,d’autres part, I’étude des enzymes assurant la fermentation

decertains sucres ;Mannitol, Citrate de Simmons ... a été réalisé.

L’étude de facteur abiotique, le pH fait ressortir que la croissance des isolats est

observée aussi bien a pH voisin de I’acidité qu’aux pH alcalins.

Mots clés :Phaseolus, isolats, Rhizobium.
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Abstract

The Bean (Phaseolus) is a leguminous plant rich in starch and out of proteins, plays
a big role in the human consumption, in particular in certain tropical areas of Africa and
Latin America . The kind of Phaseolus was cultivated in Algeria since of hundreds years, in

particular in the areas subhumides and semi-arid.

Bacteria isolated starting from the nodules from leguminous plant from the
Phaseolus kind are characterized by a phonotypical study based on morphological and
farming characters thus the search for specific enzymes (hydrolysis of urea, cellulose
activity, reduction of nitrates, pectinolytic activity and of hydrolysis of lecithin) which
gives a description comparable with that of Rhizobium .d' other share, the study of the
enzymes ensuring the fermentation of certain sugars; Mannitol, Citrate of Simmons ......

was carried out.

The abiotic study of factor, the pH emphasizes as the growth of the isolates is

observed as well with pH close to acidity as with the pH alkaline.

Key words: Phaseolus, isolates, Rhizobium.
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Introduction

Introduction

L'azote est un facteur limitant majeur de la production agricole, alors que I'atmosphére
terrestre est constituée a 80% d'azote. Ce paradoxe est d0 au fait que lI'azote moléculaire
(N2)est une molécule trés stable, que seuls les organismes appartenant au groupe des
procaryotes(mais aucun organisme eucaryote) sont capables de le réduire sous une forme
combinée assimilable. Les systemes fixateurs les plus efficaces sont des symbioses qui
réalisent un couplage entre la fixation d'azote et la photosynthese.

La fixation biologique de l'azote, joue un réle majeur dans le cycle de l'azote. Les
bactéries fixatrices d'azote possédent un complexe enzymatique, appelé nitrogénase, qui
assure la réduction de I'azote moléculaire en ammoniaque. Ces bactéries présentent une tres

grande diversité dans leur mode de vie et leur association avec les végétaux.

La famille des légumineuses, premier hote de 1’association, renferme trois sous
familles : Mimosoideae, Caesalpinoideaeet Papillionoideae ; la majorité des especes
nodulées se rencontrent dans la sous famille des Papilionoideae. Le genre Phaseolusest
unparmi les plus répandu dans le monde ; deux espéces sont rencontrées en

Algérie :Phaseolusvulgaris et Phaseoluscoccineus.

Les rhizobia, deuxiéme élément de [’association, sont des bactéries du sol
capablesd'induire sur les racines des légumineuses la formation d'organes particuliers, les
nodosites, ausein desquels ils réduisent I'azote de l'air. Dans cette association a bénéfice
mutuel, la plantefournit une niche protectrice et de I'énergie aux bactéries qui, en échange,
synthétisent del'ammoniac pour leur hote. Cette symbiose Rhizobium-Légumineuse
(actuellementdénommeée Symbiose Légumineuse-BNL selon de Ladjudie, 1998 a) fournit
chaque annee, al'échelle de la planéte, une quantité d'azote equivalente a celle synthétisée par
voie chimiquedans l'industrie des engrais, et joue donc un role écologique et économique

considérable.

En effet, des bactéries appartenant a différents genres et classes taxonomiques
sontaujourd’hui connues pour leur capacité symbiotique. Tell que, les genres

Rhizobium,Sinorhizobium, Mesorhizobium, Ochrobactrum, Allorhizobium,
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Azorhizobium,Methylobacterium,  Bradyrhizobium, Blastobacter, Devosia
Burkholderia, Ralstonia.(De Ladjudie et al.,1998)

Dons I’objectif de notre travail, nous sommes intéressées a 1’étude des souches de
rhizobium vis-a-vis a la production des certains enzymes impliquant dans le processus de la
nodulation et I’effet de pH sur la croissance de la bactérie.

Le présent mémoire est indiqueé selon le plant suivant:
-Introduction

-Revue bibliographique

-Matériel et méthodes

-Résultats et discussion

-Conclusion
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I-Les légumineuses

I.1- Genéralité

Les légumineuses sont des angiospermes, appartenant au phylum des Rosales,ce
phylum comprend, outre les légumineuses, les Crassulacees, les Rosacées et de
nombreuses familles secondaires. Elles sont trés souvent séparées en trois sous-familles
(Niehausetal., 1998,Forsberg etCarlson, R. W, 2000) lesMimosacées, les Césalpinaceées,
les Papilionacées. C’est une famille extrémement diversifiée que 1’on rencontre depuis
le crétacé dans les régions chaudes et tempérées du globe. Elle comprend 750 genres et
20000 especes (Rendle, 1979, Allen, O.N and Allen, E, K, 1981).

Dans la classification des légumineuses, il apparait les trois sous-familles :
- Les Mimosoideae

Cette sous-famille comprend 62 genres et environ 2500 especes. Parmi les 10%
d’espéces déja examinées, la majorité sont nodulées (Glycine, Acacia...). (Maxted et
Bennett, 2001).

-Les Caesalpinioideae

Comprenant environ 150 genres et 2200 especes, sont principalement des arbres
ou arbustes retrouvés en régions tropicales et subtropicales. 23% seulement des espéces
parmi celles examinées, sont connues pour étre nodulées par les rhizobia. (Maxted et
Bennett, 2001).

-LesPapilionoideae

Dans cette sous-famille, 97% des espéces examinées peuvent étre nodulées
(Sprent, 1995 rédiges par Ziada et Bellir, 2014). Elles sont utilisées pour la production
des graines alimentaires commele pois (PisumsativumL.) et le haricot
(PhaseolusvulgarisL.); mais aussi pour I'alimentation du bétail, sous forme de fourrage.
(FAO, 1996).

La lIégumineuse a un grand intérét pour I’homme qui utilise ses produits comme
aliments,gommes, teintures, résines, huiles et nombreux bois de construction. Aussi
certaines especes de cette famille peuvent contracter une symbiose avec une bactérie du
genre Rhizobium, pour permettre un acces privilégié a l'azote de l'air. Par cette
symbiose, les plantes de cette famille s'affranchissent de la teneur en azote dans le sol.
Ainsi ces plantes sont capables de s'adapter a des sols trés pauvres, et tres dégradés (Il

faut rappeler que tréfles et luzernes étaient employés sur les sols en jachére, dans la
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rotation des cultures). (Fernand Wathman, 1967). Ces plantes ont donc un rdle

améliorateur des sols, en plus d'un intérét alimentaire.

I.2-lePhaseolus
1.2.1-Description morphologique et botanique

Le haricot est une plante herbacée annuelle a croissance déterminée ou
indéterminee. A la germination, la plante est généralement a racine pivotante mais qui
forme apres des racines secondaires longues de 10 a 15 cm se développant sur toute la
racine principale (Ndéye FD, 2002). A I’issue de la germination épigée, deux feuilles
opposees simples puis des feuilles trifoliées a folioles cordiformes se forment sur une
tige angulaire. Les fleurs sont portées en grappes axillaires et terminales. La couleur des

fleurs peutétreblanche, roses ou violettes.

Figurel. La plante du genrePhaseoluspris de champs de benzouit (Skikda, 2015).

Le haricot est originaire d'’Amérique Latine et Centrale ou il a été domestiqué
depuis plus de 8000 ans (Gepts et, Debouck, 1991,Chacon et al, 2005).
La distribution géographique de 1’haricot dans des zones trés diversifiées, tant de point
de vue climatique que de point de vue Pédologique, en ont fait une culture adéquate
pour des systéemes agro-culturaux trés variés. (Woolley et, Davis, 1991,Belay et al,
2009).
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1.2.2- Taxonomie
La sectionPhaseolusdu genre Phaseolusest la plus importante et regroupe
notamment les cing especescultivées : P. acutifoliusA. Gray., P. coccineusL., P.
lunatusL., P. polyanthusGreenm. EtP.vulgarisL. (Maréchal et al., 1978 Freytag et,
Debouck, 2002 ,Gepts et al.,2008).
-Régne : Végétal
- Embranchement :Spermaphytes
- Sous Embranchement : Angiospermes
- Classe :Dicotyledones
- Ordre : Fabales
- Famille :Fabaceae

- Genre :Phaseolus

Il-Le cycle d'azote

L'atmosphere terrestre est composée a prés de 80% de N2. L'azote est un
élément important dans laconstitution de nombreuses molécules organiques (les acides
aminés et protéines, en particulier (Zahran,1999).
Les plantes ne peuvent pas assimiler I'azote moléculaire (atmosphérique), ce dernier est
assimilé par lesracines sous forme de nitrates (NO3) ou parfois, d'ions ammonium
(NH,4"). Ces ions proviennent de ladécomposition de la matiére organique azotée dans le
sol (J.J. Drevon, 2004).L"azote se déplace sans cesse entre sa forme minérale et sa forme
organique. Les molécules organiques contenant de I'azote se décomposent dans le sol
sous l'action des microorganismes du sol. Cette décomposition produit de l'azote sous
forme minérale (desnitrates). Les plantes utilisent les nitrates puisés par leurs racines

pour fabriquer de la matiére organiqueazotée , et le cycle recommence.
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Figure 2.Processus microbiens impliques dans le cycle de I’azote (UVED, 2005)

I1.1-La fixation industrielle
On peut produire de I'engrais azoté a partir de I'azote de I'air par la réaction de Haber-
Bosh : H2+ N2— NHs.

Le dihydrogéne est produit a partir de gaz naturel (CH,4),I'ammoniac produit peut
étre utilisé directement ou converti en nitrates. 1l faut I'équivalent de 2 a 3 tonnes de
pétrole pour produire une tonne d'engrais azoté par le processus Haber-Bosch, On
produit environ 40 millions de tonnes d'ammoniac par le procédé Haber/Bosh par année.
C'est environ 1/5 de ce qui est produit par les bactéries fixatrices d'azote sur toute la

planete.

11.2-La fixation biologique

C'est le processus qui permet de produire des substances protéiques a partir de
l'azote gazeux présent dans 1'atmosphére et 1'environnement. C’est une réduction
enzymatique de N (azote moléculaire) en azote ammoniacal, ou ammoniac (NHs).
Cette forme de N combine, appelée intermédiaire-cle, représente la fin de la réaction de
fixation et le debut de I'incorporation de I'azote fixé dans le squelette carboné

a- Les fixateurs libres
Il existe des bactéries libres qui vivent dans le sol et assurent la fixation de l'azote,

soit seules, soit en symbiose avec d'autres bactéries. Ce sont principalement:
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e Des bactéries aérobies : Azotobacter, Azomonas (Gillisetal., 1989, Becking,

2006, Steenhoudt et VVanderleyden, 2000).

e Des bactéries anaérobies : Clostridium... (Asami et Kiwamu, 2006).
b- Les fixateurs symbiotiques

Directement via la plante dans le cas d’associations plantes-microorganismes.
C’est le systéme associant des plantes de la famille des légumineuses et certaines
bactéries a Gram négatif, communément et collectivement appelées les rhizobiaou
bactéries nodulant les légumineuses :BNL (Franche et al., 2009).

I11-Rhizobium
I11.1-Principales caractéristiques

Les rhizobiasont des bactéries asporulées ; aérobie anaérobie facultatif (pelmon
,1993) se sont des microorganismes a Gram négatif ; trés mobiles, elles sont jeunes, se
présentent en coccobacilles ou en batonnets (Jordon, 1984) de 0.6 & 0.8 um de large sur
1 & 4 pum de long, rencontrés dans le sol sous forme libre ou en bactériodesa I’intérieur
des nodosités .

Les rhizobia produisent une gomme hydrosoluble abondante qui, par hydrolyse
donne le glucose et chez des nombreuses souches de I’acide galacturonique, ce produit
gommeux pourrait intervenir en tant qu’agent agrégatif dans le sol (Dommergues et al
.,1970) elle se développe bien dans un milieu correctement aéré.On distingue deux
formes de bactérie :

La forme végétative : les bactéries sont mobiles par un seul flagelle polaire,
Celles a croissance lenteou par deux a six flagelleset apparaissent sous forme de batonnets
réguliers de 0,5 a 0,9 um de largeur sur 1,2 a 3 um de longueur (Somasegaran et Hoben,
1994), pour les rhizobiaa croissance rapide.

La forme bactéroide: a Dintérieur des cellules du cortex racinaire, les
rhizobiums se transforment en bactéroides de forme branchée, sphérique ou en massue.
Il existe des bactéroides réguliers et des bactéroidesirréguliers comme Chez les groupes
Rhizobium trifoli, (Somasegaran et Hoben, 1994).
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Figure3. Morphologie de Rhizobiumtrifoli (Dazzo,1995)

I11.2-Taxonomie des rhizobiums

Lesrhizobiafurent isolés pour la premiére fois par Beijerinckqui nomma la
bactérie qu’il isola Bacillus radicicola. Ces bactéries furent par la suite renommeée
Rhizobium (Sahgal et Johri, 2003). Lapremiere classification des rhizobiaa été réalisée
sur la base des groupes d’inoculation croisée ; elle comportait un seul genre ; le genre
Rhizobium avec six espéces : R. leguminosarum ; R. meliloti ; R. trifolii ; R. phaseoli ;
R. lupiniet R. japonicum. (Zakhia et al., 2001 ,Sahgal et Johri, 2003)Sur la base de la
vitesse de croissance in vitro,les Rhizobiumsont été ensuite reclassés en deux groupes :

groupe des bactéries a croissance rapide et celui des bactéries a croissance lente.

Tableau 1 : classification des rhizobiums (Berrada et Fikri-Benbrahim, 2014)

Genre éspéce Source d’isolement
Class: Alphaproteobacteria
Order: Rhizobiales
Family: Rhizobiaceae
Genus: Rhizobium
R. leguminosarum
Symbiovarviciae Pisum, Viciae, Lens, Lathyrus
Symbiovartrifolii Trifolium pratense
Symbiovarphaseoli Phaseolusvulgaris
R. galegae Galega, Leucaena
Symbiovarofficinalis Galegaorientalis
Symbiovarorientalis Galegaofficinalis
R. tropici Phaseolus, Medicago, Macroptilieum
R. leucaenae
R. tropici
R. endophyticum Phaseolusvulgaris
R. phaseoli Phaseolus
R. fabae Vicia faba
R. etli Phaseolus,
Symbiovarmimosae Mimosa affinis
Symbiovarphaseoli Phaseolus
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R. undicola Neptunianatans
R. gallicum Phaseolusvulgaris

Symbiovarphaseoli
Symbiovargallicum

. giardinii
Symbiovarphaseoli
Symbiovargiardinii

. hainanensis

. huautlense

. mongolense

. yanglingense

. larrymoorei

. indigoferae

. sullae

. loessense

. cellulosilyticum

R.miluonense

R. multihospitium

R. oryzae

R. pisi

R. mesosinicum

. alamii

. alkalisoli

. tibeticum

. tubonense

. halophytocola

. radiobacter

Py

AV IOVODOODODO

00000

Phaseolusvulgaris
Phaseolusvulgaris
Phaseolusvulgaris

Phaseolus

Phaseolusvulgaris
Desmodiumsinuatum, Centrosema, etc.
Sesbania herbacea
Medicagoruthenica, Phaseolus
Amphicarpaea

Ficus benjamina

Indigoferaspp.

Hedysarum

Astrgalus, Lespedeza

Populus alba

Lespedeza

Plusieurs especes de légumineuses
Oryzaalta

Pisumsativum

Albizia, Kummerowia Dalbergia
Arabidopsisthaliana
Caraganaintermedia
Trigonellaarchiducis-nicolai
Oxytropisglabra

usine de dunes cétieres

*

. rhizogenes
. rubi
. vitis
. hepotum
Genus: Ensifer
E. meliloti
E. fredii
symbiovarfredii
symbiovarsiensis
. sahelense
. terangae
symbiovaracaciae
symbiovar sesbania
E. medicae
E. arboris
E. kostiense
E. xingianense (Formerly:
Sinorhizobiumxingianense)
E. adhaerens
E. kummerowiae
E. americanum
E.mexicanus
E.numidicus
Genus: Shinella
S. kummerowiae
Family: Phyllobacteriaceae
Genus: Mesorhizobium
M. loti
M. huakuii
M. ciceri
M. tianshanense
M. mediterraneum

0000

mm

* % F  F

Medicago, Melilotus, Trigonella

Glycine, Vigna, Cajanus

Glycine

Acacia, Prosopis, Neptunia, Leucaena
les plantes hétes différentes

Acacia

Sesbania

Medicagotruncatula, Melilotus

Acacia, Prosopis

Acacia, Prosopis

Glycine max

*

Kummerowiastipulaceae
Acacia

Acacia angustissima
Medicagosativa

Kummerowiastipulacea

Lotus, Cicer, Anthyllis, Astragalus, etc.
Astragalussinicus

Cicer arietinum

Glycyrrhizapallidiflora

Cicer arietinum

9
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. plurifarium

. amorphae

. chacoense

. septentrionale
. temperatum

. thiogangeticum
albiziae
caraganae
gobiense
tarimense

. australicum

. opportunistum
. metallidurans

Acacia, Chamaecrista, Leucaena,
Prosopis,

Amorpha fruticosa

Prosopis alba
Astragalusadsurgens
Astragalusadsurgens

*

Albziakalkora
Caraganaspp.
Wild legumes
Wild legumes
Biserrulapelecinus
Biserrulapelecinus
Anthyllis vulneraria

. shangrilense
. Silamurunense
. tamadayense
Genus: Phyllobacterium
P. trifolii
Family: Methylobacteriaceae
Genus: Methylobacterium
M. nodulans
Genus: Microvirga
M. lupini
M. lotononidis
M. zambiensis
Family: Brucellaceae
Genus: Ochrobactrum
Ochrobactrumcytisi
Ochrobactrumlupini
Family: Hyphomicrobiaceae
Genus: Azorhizobium
A. caulinodans
A. dobereinereae
A. oxalatiphilum
Genus: Devosia
Devosianeptuniae
Family: Bradyrhizobiaceae
Genus: Bradyrhizobium
B. japonicum
B. elkanii
B. liaoningensese
B. yuanmingense
B. betae
B. canariense
B
B
B
B

TTZTZXT ZTZTZX Ez ZTZTZTZTZTZTZTZTZTZTZZZZ X

. irlomotense

. jicamae

. lablabi

. huanghuaihaiense

alhagi Alhagi
. camelthorni Alhagi sparsifolia.
Différents arbres agroforestiers de
. abyssinicae légumineuses
. muleiense Cicer arietinum
Différents arbres agroforestiers de
. hawassense [égumineuses
. gingshengii Astragalussinicus
. robiniae Robiniapseudoacacia
Différents arbres agroforestiers de
. shonense légumineuses

Caragana espéce
Astragalus espéce
Anagyris latifolia, Lotus berthelotii

Trifolium pratense

Crotalariaspp.

Lupinussp.
héte légumineuse Different
héte légumineuse Different

Cytisus
Lupinusalbus

Sesbania rostrata
Sesbania virgata

Neptunianatans

Glycine max, Glycine soja
Glycine max

Glycine max

Lespedeza

Betaevulgaris

Genisteae et Loteae
Entadakoshunensis
Pachyrhizuserosus
Lablabpurpureus

Glycine max

10
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B. cytisi Cytisusvillosus
B. dagingense Glycine max
B. denitrificans Aeschynomene
B. oligotrophicum
B. pachyrhizi Pachyrhizuserosus
Class: Beta Proeobacteria
Order: Burkholderiales
Family: Burkholderiaceae
Genus: Burkholderia
B. caribensis Vertisolmicroaggregates
B. cepacia Alysicarpusglumaceus
B. tuberum Aspalatuscarnosa
B. phymatum Machaeriumlunatum
B. nodosa Mimosa bimucronata, Mimosa scabrella
B. sabiae Mimosa caesalpiniifolia
B. mimosarum Mimosa spp.
B. rhizoxinica Rhizopusmicrosporus
B. diazotrophica Mimosa spp.
B. endofungorum Rhizopusmicrosporus
B. heleia Eleocharisdulcis
B. symbiotica Mimosa spp.
Genus: Cupriavidus Aspalatuscarnosa
C. taiwanensis Mimosa sp.
Class: Gamma-Proteobacteria
Order: Pseudomonadales
Family: Pseudomonaceae
Pseuomonassp. Robiniapseudoacacia [

*Espéces Avec aucune capacité de nodulation décrit inclus dans traditionnellement considérés comme
des genres de rhizobium.

IV-L’interaction rhizobium-légumineuse

La symbiose Iégumineuse/rhizobia, décrite pour la premiere fois par Frank
(1889), est un processus genéralement tres spécifique (Pelmont, 1995),indispensable a
la plante pour acquérir I’azote sous forme réduite, mais aussi aux rhizobiapour obtenir
les nutriments nécessaires a leur développement (Raven et al.,2000).

L’optimisation de la symbiose exige la présence dans la rhizosphere des souches
compatibles, compétitives et infectives qui sont hautement effectives pour la fixation de
’azote et présentes en nombre suffisant pour maximiser la nodulation (Vessey et al.,
2006).

La nodulation commence par un échange de signaux entre la plante hote et la
bactérie. Les racines rejettent par leur métabolisme normal, des flavonoides (Rasanen,
2002). Ce signal, une fois percu par le Rhizobium, induit I'activation des genes nod,
cela conduit a la production des facteurs Nod (lipo-chitooligosaccharides (LCOSs)) qui
vont eux-mémes en retour induire la réponse de la plante et I’initiation de la

colonisation par la bactérie (Lindstromet al. 2010).(Figure4)

11
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Figure4: Echanges de signaux lors de la mise en place de la symbiose

rhizobium/légumineuse Nod-dépendant (Lindstromet al. 2010).
Le zoom montre un cordon d’infection passant le cortex racinaire vers un groupe de cellules en
division, qui deviendra le primordium nodulaire.

IV.1- Infection

Les bactéries s'attachent aux racines par l'intermédiaire de la rhicadhésine ainsi
que d'autres protéines spécifiques localisées a la surface des cellules (Dardanelli et
al.,2000). Les facteurs Nod émis par les rhizobia, induisent une dépolarisation de la
membrane plasmique accompagnée d'une oscillation du flux de Ca2+. Cette étape se
poursuit par une induction de I'expression des génes spécifiques (Pelmont, 1995; Gage,
2004) et une modification de la croissance polaire des poils absorbants formant une
structure dite en « crosse de berger» qui enferme les rhizobia(Esseling et al.,2003).

L'infection qui s'accompagne d'une digestion de la paroi cellulaire du poil
racinaire peut avoir lieu a travers les poils absorbants, les blessures, ou I'espace
intercellulaire (Rasanen, 2002). (Figure 5)
IVV.2-Développement du nodule et maturation des bactéroides
Une fois que les parois des cellules de poils sont digérées, une structure tubulaire
appelée le fil d'infection est formée. Elle se compose de cellules de la paroi
nouvellement synthétisée qui formeront le matériel entourant le Rhizobium. Le centre du
tube est une glycoprotéine contenant quelques produits bactériens et quelques
glycoprotéines de la plante hote (Gage, 2004). Ces changements sont causes par des
altérations significatives dans le cytosquelette de la plante. La dépolymerisation de
I'actine est I'un des effets observés dans les poils absorbants suite a I'exposition au
facteur Nod (Gage et Margolin, 2000).

12
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Les bactéries proliferent a l'intérieur du cordon et vont se libérer dans le
cytoplasme des cellules corticales, via ce cordon, provoquant ainsi l'apparition du
méristéeme dont l'activité est a l'origine de la formation du nodule, dans laquelle les
bacilles se différencient irréversiblement en bactéroides ou endosymbiose (Lindstrom et
al, 2002). Ces derniéres ont un volume supérieur a celui des formes libres. Ils ne se
divisent plus et ne synthétisent plus de protéines Nod, par contre ils se concentrent dans
la production des nitrogénases indispensables a la fixation de I'azote atmosphérique.lls
ont séparés du cytoplasme végétal par une membrane spéciale «péri bactéroides» ou
membrane de séquestration servant de plaque d'échange entre les bactéries et les
cellules de la plante hote.

Le nodule prend forme avec la multiplication des cellules du cortex. Il se charge
de pigments appelés « le hémoglobine », synthétisés a l'intérieur du cytoplasme des
cellules de la plante (Corbiere, 2002). L'action de 1’hémoglobine 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).
(Figure 5)

Les cellules radicales — o
forment les nodules

Bacteroides

- La bacténe se trans forme (T}

> Oen bactéroide 3 l'intérisur -

. de la callule végétale ©) Formation du cordon d’infaction

% par laguel les rthizobiums pénétrer
dans les cellules végatales.

Figure5 :Différentes étapes de la nodulation (Parsons et Day, 1990).

IVV.3-Génétique de la fixation et de nodulation
En général, trois types de génes symbiotiques interviennent dans le processus de

nodulation et de fixation azotée chez la bactérie. Il s'agit des genes nod incluent des

13
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génes communs et des génes spécifiques de I'nbte a infecter (génes hsn) (Broughton et
al., 2000 ,Spaink, 2000).

En 2000, au total 13 génes de nodulation étaient déja connus, ce sontdes
opérons nod ABCIJ, nod FEL, nod MNT, du nodO et du nod D (Perret et al,2000) des
génes nif codant pour la nitrogénase et des genes fix indispensables pour la fixation de
I'azote. Chez la plupart des rhizobia (Rhizobium, Allorhizobium et Sinorhizobium etc.),
ces genes symbiotiques sont situés sur un grand plasmide symbiotique appelé pSym
(Mercado-Blanco et Toro, 1996 ; Noel, 2009).

IV.3.1-Géne nod D

Le géne nod D négocie les premiéres étapes de la nodulation chez la bactérie. Il est
par conséquent le premier gene nod transcrit. Sa transcription se fait de maniére
constitutive (Geurts et Bisseling, 2002) et I'activation de son produit, le Nod D, est
réalisée par les flavonoQides. Une fois activé, le Nod D se lie aux sites régulateurs des

opérons porteurs des autres génes nod et active leur transcription.(Figure 6)
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Figure6: Différents types de genes nod (Anonyme, 2010)

a-Genes nod communs (ABCI1J)

Les génes nod communs (nod A, B, C, | et J) sont des génes situés sur un operon
duquel les nod ABC sont physiquement et fonctionnellement conservés chez toutes les
especes de rhizobia et leurs mutations provoguent une perte complete de la capacité a

infecter et a noduler les plantes hétes. (Brewin et al., 1992 ,Pelmont, 1995).

14
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b-Genes nod spécifiques (nod H, nodFE, nod G, nod MN, nod Q etc.)

Les genes hsn (host specific nodulation) sont des génes spécifiques de la plante a
infecter (Pelmont, 1995). IIs ne sont pas nécessairement présents ou fonctionnellement
conservés chez tous les rhizobia (Sharma et al., 1993). Ces génes sont responsables de
la spécificité d'hote et de la reconnaissance entre la bactérie et la plante (Davet, 1996).
Leur mutation provoque un retard, une réduction de la nodulation ou une modification
de leur spécificité d'hote (Debelle et Sharma, 1986 ; Debelle et al., 1986; Horvath et
al, 1986 ; Cervantes et al., 1989).

Apreés leur transcription, les génes nod produisent des enzymes qui controlent la
synthese de molécules indispensables au processus de nodulation. Ces signaux, qui sont
généralement connus sous le nom de facteurs Nod, sont des molécules lipo-chito-
oligosaccharidiques (LCOs) (Terefework, 2002). La synthese du noyau
lipooligosaccharide de ces molécules est contrblée par les genes nod ABCD tandis que

les genes hsn assurent les diverses substitutions de celles-ci (Debelle et al., 2001).

c- Autres génes nécessaires a la nodulation

En plus des génes nod, les rhizobia possédent d'autres génes essentiels au
processus de nodulation. 1l s'agit des genes exoexopolysaccharides (EPS),
Ipsleslipopolysaccharides et les a-glucans(ndv)qui codent pour I'expression et la
synthése des molécules de structure de la surface bactérienne (Broughton et al, 2000
,Spaink, 2000). Elles sont par ailleurs considérées comme d'importants facteurs dans

I'efficacité symbiotique.

En effet, les a-glucans sont majoritairement des molécules du périplasme qui
permettent la croissance des bactéries sous des conditions hypoosmotiques (Pfeffer et
al., 1994). lls jouent également un réle important dans la suppression du déclenchement
du mécanisme de défense par les phytoalexines chez I'hote (Bhagwat et al., 1996).
Quant aux exopolysaccharides, ils fonctionnent comme des messagers pendant

I'infection (Gonzalez et al., 1996).
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Enfin, les mutants de rhizobiadéfectifs en la synthése ou a faible production de
lipopolysaccharides n'ont pas la capacité d'induire la formation de cordons d'infection.
Ils perdent également leur capacité compétitive ou forment des nodosités

incomplétement développées (Lagares et al., 1992).
1V.3.2- Gene nif

Les genes nif existent chez plusieurs bactéries dont les rhizobia(Young et
Haukka, 1996). Chez ces derniers, ces génes codent pour la synthése d'un complexe
enzymatique catalysant la réduction de I'azote et connu sous le nom de nitrogénase ou
dinitrogénase (Hopkins, 2003). Ce complexe enzymatique est constitué de deux
métalloprotéines de tailles différentes : le site de la réduction du substrat correspondant
a la MoFe-protéine ou dinitrogénase (245 KDa) et le donneur d'électrons correspondant

a la Fe protéine ou dinitrogénase réductase (64 KDa).

La Fe-protéine est un dimére de deux sous unités polypeptidiques identiques
codé par le gene nif H. Quant a la Mo-Fe-protéine, elle est un tétramére composée de
deux sous unités non identiques de type &,a, (Werner, 1992 , Hopkins, 2003). Celle-ci

est codee par les genes nif D et nif K. (Figure7)

C'omiplexe nitrogénase

Fe-protéine (ANGF H» MoFe-protéine ou Dinitrogénasc
irulromérmse réduclase MDD, Nl IS | eMoca)

- Moo,

“ CATP 15 ADe
15 @,

Figure 7 : Nitrogénase et mécanismes d'action (Yann, 2006)

Sous catalyse de ce complexe enzymatique, la réduction de I'azote moléculaire se
déroule en deux étapes. Lors de la premiére, la Fe-protéine est réduite par un donneur

primaire d’électrons, habituellement la ferrédoxine. Dans la seconde étape, la Fe-
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protéine réduite transfére les électrons a la Mo-Fe-protéine qui catalyse a la fois la
réduction du diazote gazeux et la production d'hydrogéne (Hopkins, 2003). (Figure7)

L'ATP dans la réaction provient de la respiration aérobique des bactéroides. I
réagit avec la Fe-protéine réduite et intervient dans le transfert des électrons entre la Fe-
protéine et la Mo-Fe-protéine. Pour chaque molécule de diazote réduite, au moins
16ATP sont nécessaires, deux par électron (Hopkins, 2003). Au total, les [égumineuses
utilisent jusqu'a 22% de I'énergie issue de leur photosynthése pour réaliser la fixation

azotée dont I'équation générale est la suivante:
N,+ 8H"+ 8 e-+ 16 ATP ﬁZNHg + H,+ 16 ADP + 16Pi

A la fin de la réaction, I'ammoniac fixé est converti en glutamine, asparagine, uréides
etc. avant d'étre transporté dans la seve du xyléme pour son assimilation par la plante
hote. Cette conversion est possible grace aux genes nif et fix, etc. qui codent en partie
pour la synthese de différents enzymes catalyseurs comme le glutamate
déshydrogeénase, la glutamine synthétase (GS) etc.

1V.3.3- Genes fix

Les genes fix sont des genes additionnels, propres aux fixateurs symbiotiques et
impliqués dans les étapes tardives de développement des nodules lors de la fixation
symbiotique azotée (Brewin et al., 1992 , Hopkins, 2003 , Noel, 2009). Certains de ces
genes (fix L, fix J) sont des régulateurs de la synthése du géne nif A, intervenant dans la
régulation de la synthése de la nitrogénase (Noel, 2009). D'autres encore (fix NOPQ)
codent pour la synthese d'enzymes catalysant la régulation de I'oxygéne lors de la

fixation comme la cbb3 cytochrome oxydase.
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I-1solement et purification des isolats

1.1- ’isolement des isolats

L’isolement est réalisé selon la méthode de Vincent, J.M. (1970). Les nodules

stériles sont écrases individuellement dans une goutte d’eau distillée stérile dans une boite

de Pétri stérile. L’opération est realisée dans des conditions d’asepsie totale (hotte a flux

laminaire, pince flambée, ...). A 1’aide d’une anse de platine, flambée au bec Bunsen, le jus

de nodule est étalé sur boite de Pétri contenant un milieu spécifique, le milieu Yeast-
Mannitol-Agar YMA, (Vincent, J.M, 1970) additionné de rouge Congo (Annexes 1).

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

colonies isolées et donc faciles a caractériser. (Tableau 2)

Tableau 2:isolats et des souches de référence utilisée pour cette étude

Souches Plante- héte Origine géographique Source
Ag Rhizobium sullae A1 | Hedysarum Constantine, Algérie A.Benguedouar-
Coronarium Constantine
Mezo| Mesorhizobiumciceri | Cicerarietinum Constantine, Algérie S. Dekkiche- Cn¢
T Notre étude Phaseoluscoccinieug Skikda(Tammalous), Cetteetude
Algérie
Notre étude Phaseoluscoccinieug Skikda(Tammalous), Cette étude
T Algérie
S; Notreétude Phaseoluscoccinie | Guelma (Salah | Cette étude
us SalahSalah), Algérie
S, Notreétude Phaseoluscoccinie | Guelma (Salah | Cette étude
us SalahSalah), Algérie
m; Notreétude Phaseoluscoccinie | Guelma (Mdjez Ammar), | Cette étude
us Algérie
m, Notreétude Phaseoluscoccinie | Guelma (Mdjez Ammar), | Cette étude
us Algérie
b, Notreétude Phaseolus vulgaris | El kol(benzouit), Algérie | Cette étude
b, Notreétude Phaseolus vulgaris | Skikda(Benzouit), Algérie | Cette étude
z Notreétude Phaseolus vulgaris | Annaba (Boumaaza), | Cette étude
Algérie
Z, Notreétude Phaseolus vulgaris | Annaba (Boumaaza), | Cette étude
Algérie
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|.2-Purification et conservation des isolats

La conservation des souches purifiées est réalisée sur milieu YMA additionné de
39/l de CaCO3 (agent tampon) (Vincent, J.M, 1970; Beck D.P., et col. Materon
L.A., Afandi F, 1993).Chaque isolat est ensemencé par stries dans des boites de Pétri
pour une utilisation quotidienne et dans destubes inclinés pour un usage tardif et une

longue conservation allant de 6 moins a une année.
I1-Caractéres Phénotypiques
11.1- Aspect microscopique (Coloration de Gram)

L’examen microscopique a une importance majeure lors de la purification, car

une lame homogeéne, suppose une bonne purification des isolats.

Préparer des frottis a partir des cultures sur YMA, puis colorées selon les étapes

suivantes :
-recouvrir la lame de violet de Gentiane, laisser agir 1min,

-chasser le violet de Gentiane par la solution de Lugol, recouvrir la lame de solution de

Lugol et laisser agir 30 secondes,

-incliner la lame et laisser tomber goutte a goutte 1’alcool-acétone.
-rincer a I’eau distillée courante,

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

- Laver a I’eau, sécher la lame et observer au microscope a immersion a 1’objectif

X100.
11.2-Aspect macroscopique
11.2.1- Croissance sur milieu YMA,YMA.RC

L’aspect macroscopique de colonies est observé sur milieu YMA(Annexel),
YMA Rouge Congo,il doit correspondre a une description selon Vincent J.M,
1970.EtSomasegaran p., et Hoben1994. Aprés incubation, les colonies qui apparaissent
sur ce milieu sont examinées pour un certain nombre de caractéres morphologiques :

L’aspect des colonies, leur couleur et leur viscosité.
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Les colonies prise en considération sont celles qui absorbent peu ou pas le rouge Congo
(Jordan D. C, 1982.etJordan D. C,1984.), (Somasegaran p., et Hoben, 1994). Celles-ci

sont observées au microscope optique aprés une coloration de Gram.

A:Sur YMA B:Sur YMA +RC
Figure8. Technique d’ensemencement
11.2.2-Test de la vitesse de croissance sur milieu BTB

Les Bactéries Nodulant les Légumineuses BNL, en particulier les rhizobia,
présentent deux types de croissance: les bactéries a croissance lente (genre
Bradyrhizobium) et les bactéries a croissance rapide (genres Rhizobium,
Mesorhizobium, Sinorhizobium,...) (Jordan, 1984). Pour cela, nos isolats et les souches
témoin sont cultives sur le milieu YMA + Bleu de BromoThymol (BTB) (Annexes 1).
Les bactéries a croissance lente montrent une réaction alcaline dans ce milieu qui fait
virer sa couleur vers le bleu, alors que les bactéries a croissance rapide effectuent une

réaction acide qui change la couleur verte le jaune (Somasegaran et Hoben, 1994)
I11-Tests biochimiques
I11.1-Recherche des enzymes spécifiques

Les souches nodulants la légumineuse Phaseolus synthétisent certains enzymes
jouant un réle fondamental lors des différents stades de la symbiose héte-bactérie,
notamment la nodulation des racines de légumineuse.Les isolats et les souches de
référence sont testés pour la production du nitrate réductase, Uréase, cellulase,

pictinase...
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111.1.1-Rcherche de la nitrate-réductase

Certaines bactéries peuvent assimiler les nitrates comme source d’azote,d’autre
les utilisent (ainsi que les nitrites) comme accepteurs de protons et d’électrons

(Guiraud,1998)

La nitrate réductase est mise en évidence par 1’incubationdu bouillon TY(Annexel)
contenant 0.1% de nitrate de potassium KNO3 (p /v), (Beringer J.E,1974)

Aprés incubation a 28C pendant 5 jours sous agitation, on rajoute 3 a 4 gouttes des

réactifs ; nitrate réductase I (Acide sulfanilique dans 1’acide acétique 5M) et nitrate

réductase Il (a-naphtylamine dans I’acide acétique S5M).

L’apparition d’une coloration rouge ou rose dans le milieu indique que les souches ont

un nitrate réductase+ (les nitrates sont réduits en nitrites).

En absence de coloration, une pincé de la poudre de zinc est ajoutée au milieu. Si les
nitrates sont toujours présents dans le milieu, ils vont étre réduits sous I’effet du zinc et
la coloration rouge apparaitra, la réaction est donc réellement négative. Et si les nitrates
ont été réduits par les souches en azote gazeux (Nz), le milieu ne contient plus les
nitrates et lorsque la poudre de zinc est ajoutée, la couleur n’est pas modifiée (Euzéby
J.P, 2007); Delarras C,2007).

111.1.2-Hydrolyse de ’urée

Cette réaction est trés complexe. L’uréase est produite par les bactéries
uréolytiques. Ces derniéres sont présentes dans le sol (Williames P.E.V et all.,
1984);(Yomeogo-BougoumaVet all., 1993)

Il est mis en évidence en cultivant les isolats sur milieu YMA,contenant 2% (p/v) d’urée
et 0.012g/1 de rouge de phénol (indicateur de pH). La solution d’urée est stérilisée par
filtration (= 0.20um) et rajoutée au milieu maintenu a 45°C sous la hotte a flux

laminaire.

Apres 48h d’incubation a 28°C,la réaction positive se manifeste par un virage de
couleur au rose (rose fuchsia) qui représente 1’alcalinisation du milieu et I’hydrolyse de
I’urée alors qu’une coloration jaunatre indique une réaction négative.

111.1.3-Activité cellulosique
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Pour détecter la présence d’une activité endoglucanasique chez les BNL, les

isolats sont mis en culture sur le milieu YMA contenant 0.25% de Carboxy-Methyl-
Cellulose (CMC) pendant 5jours a 28°C.
Apres la période d’incubation les boites sont rincées avec 1’eau courante puis inondées
d’une solution de RC (1mg/ml) et incubées a 1’é¢tuve pendant 60min a 28°C, le colorant
est ensuite remplacé par une solution de Na Cl 1M en 3 étapes. Les boites sont ensuite
abandonnées a température ambiante pendant 30min. Si le fond de la boite présente un
halo jaune orangé entourant les colonies indique la présence de la cellulase (Struffi P et
all.,1998).

111.1.4- Activité pectinolytique

Pour mettre en évidence ’activité péctinolytique, les souches sont cultivées sur
milieu YMA dont le mannitol est remplacé par I’inositola 0.1% et additionné de 0.2%
de pectine (Na-polygalacturanate). Apres incubation de 7 jours a 28°C, Les boites sont
rincées délicatement a 1’ecau courante et son inondées d’une solution de rouge de
ruthénium 0.05%, qui fait son effet en 30min. Un halo décoloré autour des colonies

indique une activité péctinolytique (polygaracturonique).
11.1.5 -L’activité « lécithinasique » (phosphatidyl-choline-estérases)

La lécithine purifiée étant particulierement colteuse, la source de lécithine
utilisée est le jaune d’ceuf qui est incorporé a une gélose ordinaire. D’autres lipides
contenus dans le jaune d’ceuf rendent la lecture assez délicate. Les différents lipides
existent de plus sous forme de complexes lipoprotéiques qui rendent de milieu opaque.
L’action de lipoprotéinases rendrait les lipoprotéines beaucoup plus solubles :
I’élimination de la protéine, ou d’une partie de celle-ci, modifierait les propriétés de
solubilité du complexe, les phospholipides assurant la solubilité des lipides constituant
le cceur des lipoprotéines, d’un point de vue technique, cette action se traduit par une
clarification de la gélose autour de la strie d’ensemencement. Cette action est précoce et

peut étre masque par une lécithinase ou une lipase(Figure).
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Figure 9.Schématisation de I’action des lipoprotéinases(Jean-noeol, Joffin Guy Leyral, 2006)
D’ans un deuxiéme temps, deux cas sont possible :

-L’action d’une lécithinase sans lipase libere de la choline soluble et un diglycéride peut
soluble qui précipite dans le milieu provoquant un trouble dont les limites n’excédant
pas-celles de la zone transparente précédente : la strie d’ensemencement est alors

entourée d’une zone opaque car celle-z ne dépasse pas les limites de la colonie

-L’action d’une lipase sans lécithinase conduit a la précipitation d’acides gras
caractérisés par des cristaux d’aspect soyeux et macre ’activité d’une lipase peut
conduire a des erreurs de lecture : elle peut étre prise pour une lécithinase et masquer
une lipoprotéine-lipase. Pour éviter ces erreurs, on retiendra que 1’opacification résultant
de I’activité lipasique est limités a la surface du milieu et qu’elle est moins importante

que celle produite par une lécithinase ((Jean-noeolJoffin Guy Leyral., 2006).

Si les deux enzymes sont présentes 1’aspect 1écithinaseprimera probablement :
Gélose trypticose —soja additionnée de jaune d’ceuf stérile dilué au 2 en eau
Physiologique (concentration Final 10% soit 2,5ml pour 25 ml milieu)

Selon le Protocol précis (Delarras, 2007),ce milieu de culture est préparée en
ajoutant 2ml, d'une émulsion de jaune d'oeuf et d'eau physiologique a 0,85% stérile a
20 ml de gélose nutritive, fondue et ramenée a 47+/- 2°C: couler dans des boites de

Pétrie etlaisser solidifier.
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On Ensemencer en point avec la ou les souches a étudier, incuber pendant 1a 5 jours a

30 ou 37°C suivant les souches bactériennes a tester.

La gélose au jaune d'ceuf, permet de détecter la lécithinase, mais également la
lipase et lipoprotiénase, les observations effectuées autour des colonies sont rapportées
dans le (tableau 3).

Cependant l'observation et l'interprétation de ces activités enzymatiques s'averent
souvent délicates, surtout lorsque la bactérie étudiée possede un lécithinase et une

lipase.

Tableau 3: Aspect des colonies sur la gélose au jaune d'ceuf et enzymes détectées

Aspect autour des colonies sur boites | Enzymes détectées
de Pétri

-Halo d'éclaircissement autour de la | - Lipoprptiénase +
colonie apparaissant en premier
- Halo opaque blanc jaunatre,bord net | -Lécithinase +
sous la colonie ou en limite

- Pas halo -Lécithinase —
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I11.2- Fermentation des sucres
111.2.1-Sur milieu mannitol- mobilité

Ensemencer le milieu (Annexel) par piqure centrale. Ce milieu permet
d’apprécier a la fois la mobilité d’une bactérie qui se traduit par un envahissement plus

au moins grand de la totalité du milieu changement de couleur (rouge....... Jaune).

Figurel0. Technique d’ensemencement du milieu Mannitol-Mobilité.

111.2.2-Sur milieu TSI (Triple-Sugar-Agar)

Ce milieu contient un mono-holoside qui est le glucose et deux Diholoside qui

sont le lactose et le saccharose, rouge de phénol comme indicateur de PH et sel de fer.

On ensemence la pente par des stries longitudinales ; et le culot par une piqlre centrale.
Incuber a 37°C pendant 24h.

-Si la bactérie fermente le glucose (glucose+)le culot devient jaune
-Si la bactérie utilise le saccharose et le lactose la pente devient jaune

-Si la bactérie produit le H,S, cette production se traduit par un noircissement dans le

milieu du tube

-S’il y a la production d’une ou plusieurs poches de gaz, la bactérie est productrice soit
de CO2 soit H2, ou bien les deux.

25



Chapitrell Matériel et méthodes

111.2.3 -Sur milieu Citrate de Simmons

La plupart des acides organiques qui jouent un réle dans le métabolisme
bactérien sont impliqués dans les grandes voies métaboliques d’oxydation ou
fermentation; il est préférable de les étudier en méme temps quels glucides(Annexe

1)Le catabolisme du citrate nécessite 1’action des enzymes du cycle de Krebs :

Aconitase,isocitrico-deshydrogénase,... il faut aussi que la bactérie posséde un citrate

perméase permettant le franchissement par les citrates de membrane bactérienne.

On ensemence en strie centrale sur le milieu de Simmons qu’on incube a 30-37°C

pendant 1-10 jour en observant les résultats tous les jours.
Le résultat positif se manifeste par alcalinisation du milieu qui devient bleu.

En effet, le milieu est tamponné de maniére a absorber les ions acides constamment
libérés par le métabolisme, L’ion ammonium est dissocie le premier quand un exces
d’acide est apparu ; sa combinaison sous forme de phosphate est plus labile que celle du
sodium. Le changement de couleur de I’indicateur signale 1’apparition de la base

libérée.
VI-Effet du pH sur la croissance des isolats

Pour tester I’influence du pH sur la croissance.Les isolats sont cultivés sur le
milieu YMB (Annexe 1) a 28°C a différentpH : 4, 4.5,5,5.5, 8, 9, 10, 11.

La croissance des isolats pour chaque pH est déterminée par la mesure de la densité

optique (lambda=600 nm), aprés deux temps d’incubation t24 h, t48h.
V- Extraction d’ADN Génomique Bactérien

L’extraction de I’ADN total destiné a I’amplification par PCR, a été réalisée a
partirdes colonies bactériennes cultivées sur milieu gelosé YMA a 28°C pendant 24 a 48
heures.Les cellules jeunes ont été traitées a la protéinase K (Laguerre et al.,1997).
L’équivalentd’environ 10 pl de cellules (une oése métallique pleine) est mis en
suspension dans 200 pl detris HCI a 5SmM (pH 8,2) auquel est ajouté 10 pl de protéinase

K a 1.3 mg/ml d’eau milliQ. Cemélange est incubé a 55°C pendant une nuit, puis la

26



Chapitrell Matériel et méthodes

protéinase K est denaturée a 100°Cpendant 10 min. Ces cellules traitées peuvent étre
conservés plusieurs semaines a — 20°C.
C’est a partir de cette suspension cellulaire, utilisée comme ADN cible, qu’ont

été effectuéesles différentes réactions de PCR.
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I-1solement et purification des isolats

Au départ, I’isolement et la purification des isolats nous ont permis d’obtenir
10 souches qui répondent aux criteres des Rhizobium (Gram -, forme de coccobacilles et

non absorbance du rouge Congo).
Il -Caractéres phénotypique
I1.1-Aspect microscopique (Coloration de Gram)

La coloration de Gram a révélé que I’ensemble de nos isolats testes sont des
Cocco bacilles bien isolées de couleur rose, & Gram négatif (Figure 15), compatible
avec 1’aspect microscopique desrhizobia.

La coloration de Gram a permis également de vérifier la pureté de la culture.

Figure 11 : Observation microscopique des bactéries de forme coccobacilles a Gram
négatif (Objectif X100).

11.2-Aspect macroscopique
11.211- Croissance sur milieu YMA, YMA +RC

Aprés 48h d’incubation, 1’isolement des isolats fait sortir des colonieslisses,
brillantes, translucides avec une consistance crémeuse et visqueuse et couleur
blanchéatresur YMA (figure 12)
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Figure 12 : Aspect des colonies bactériennes sur YMA(S2)

Ainsi les bactéries absorbent trés peu le Rouge Congo en les mettant (bactéries)
sur YMA RC.(Vincent., 1970 ; Jordan., 1984)(Figure 13)

Figure 13 :Aspect des colonies sur YMA.RC (S1)

11.2-1-Test de la vitesse de croissance sur milieu BTB

Les souches a croissance rapide sont considérées generalement comme
desBactéries acidifiantes. Par conséquent, elles devraient changer la coloration du Bleu
de Bromothymol(BTB) vers le jaune contrairement aux souches a croissance lente qui
sont considérées comme des bactéries qui alcalinisent le milieu de culture (Virage de
culture au bleu) (Jordan., 1984 ; Beck et al. 1993; Pagano., 2008).

Dans cette étude tous les isolats y compris les souches de référencesont a croissance

rapide. (Figure 14)
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Figure 14: Acidification du milieu YMA+BTB (B1)

I11- Tests biochimiques
I11.1-Recherche des enzymes spécifiques
I11.1.1-Recherche de la nitrate-réductase

Les nitrates sont la source préférentielle d’azote pour la plupart des
microorganismes et de leurs plantes hotes (EL-Hilali, 2006). La réduction des nitrates
Ou des nitrites constituent 1’un des caractéres taxonomiques importants (Joffin et
al.,2006, Lucinski et al., 2002) montrent que la présence du nitrate inhibe ’activité de la
nitrogénase dans les nodules des plantes légumineuses et que l’activité de la nitrate
réductase a été observée dans plusieurs associations symbiotiques entre les
légumineuses et les rhizobia dont 97% de cette enzyme est localisée dans les
bactéroide.

Apres 5 jours d’incubationen rajoutant les réactifs 1 et 2 du nitrate réductase, la
totalité des isolats réduit les nitrates en donnant une couleur rouge,sauf les deux isolat
T1 et B1 est toujours inchangé. Nous avons donc ajouté de la poudre de zinc qui joue le
méme rble que le nitrate réductase, pour veérifier la présence des nitrates dans le milieu
ou non. Apres quelques minuteson n’observe aucun virement de la couleur, donc le
milieu ne contient plus les ions nitrates indiquant ainsi un résultat positif.

La croissance des isolats et souches témoins sur milieu a base deKNO3 et apres
addition de réactifs de la nitrate-réductase, montrent la présence de I’enzyme.(EIl Essawi
et Abdelghaffar,1967 ,Lindstrom et Lehtomaki., 1988 ,Struffi etal., 1998).(Figure 16).
La coloration rouge ou rose traduit la décomposition des nitrates en nitrites.
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NOs3-+ 2 H++ 2 e- > NO2-+ H20

La réaction peut étre rendue négative par la réduction des nitrites formés, il faut donc
controler, dans le cas de 1’absence de coloration, et pour vérifier la présence des nitrites
ajoutant au milieu un peu de poudre de zinc qui les réduit et entraine une coloration
(Guiraud, 1998).

A | B
Figure 15 :Test de nitrate réductase positif A : S1 apres I’ajout de deux réactif

B : B1 apres I’ajout de Zinc

111.1.2-Hydrolyse de ’urée

La mise en évidence de la capacit¢ des rhizobia a hydrolyser I'urée a été
initialement décrite par Jarvis et al(1977) en utilisant le rouge de phénol comme un
indicateur de pH. L'augmentation du pH du milieu par les souches suite a une réaction
hydrolytique de 1’urée se traduit par un changement de coloration du milieu.

Les isolatsMezo, T1, T2, B2, Z1, Z2, S1, S2, M1, alcalinisent fortement le
milieu par un virage de couleur au rose fuchsia, Ce qui indique la dégradation de 1’urée
et la libération d’ammoniac (Uréase +) (Figure), (Guiraud, 1998)

CO (NH2)2+ Hz20 » CO2+ 2 NHs

Par contre les autre isolats B1, A6 et M2, ont tous présentées une acidification marquée

par un virage de couleur de I’oranger rouge ver le jaune (Uréase -) (Figure 17).
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(A) (8)

Figure 16:A-Test Uréase négatif (A6) B- TestUréase positif (T2)

111.1.3-Activité cellulosique

Les Rhizobium sécretent deux glucanases extracellulaires, plyA et plyB, qui
peuvent dégrader la carboxy-méthyl-cellulose (CMC), qui est utilisee comme un
substrat modele de la paroi des polymeres de cellulose de cellules végétales. Lorsqu’il
est cultivé sur gélose, la dégradation de la CMC s’est produite seulement directement en
dessous des colonies de Rhizobium, ce qui suggere que les enzymes restent attachés a la
bactérie (Christine F et al., 1998).

Ce test permet de mettre en évidence la capacité des bactéries a décomposer la
Cellulose, I’apparition d’un halo jaune orange autour des colonies indique la présence
D’une endoglucanase (cellulase), presque tous les isolats ont présenté une
réactionpositive sauf les deux isolats (Blet B2) qui ont donné un résultat
négatif.(Figure 18)

(A) (B)
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Figure 17 :A-Test cellulase positif (Z2) B-Test cellulase négatif (B2)
I11.1.4-Activité pectinolytique

Aprésle ringage avec de 1’eau et addition du rouge de ruthénium, un halo clair
est observé autour des coloniesindiquant une réaction positive, Tous les isolats

disposentune activité poly-galactu-ronasique (Figure 19).

Figure 18:Test pectinasepositif (Z1)
111.1.5- Test d’hydrolyse de la lécithine

Aprées 5 jours d’incubation, les souches de références et nos isolats montrent un
résultat négatives sauf 1’isolat T2 qui fait révéler la présence d’un Halo claire autour de
la colonie indiquant la présence de lipoprotéinase qui va rendrait les lipoprotéines
beaucoup plus solubles, et un Halo opaque blanc jaunatre, bord limité et net sous la
colonie, ce qui confirme que cette isolat posséde la lécithinase qui dégrade la lécithine.
(Figure 20)

Figure 19 :Test lécithinase positif (T2)
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111.2- Fermentation des sucres
111.2.1-Mannitol-Mobilité

Aprés incubation tous les isolats disposent un résultat positif (Mannitol+), donc,
ces bactéries capables de fermenter le mannitol rendent le pH acide et le Rouge de

Phénol fait passer le milieu du rouge au jaune. (Figure 21)

m—

Figure 20 : Résultat de Mannitol- Mobilité positif

111.2.2-Sur milieu TSI (Triple-Sugar-Agar)

TSI, C’est un milieu différentiel par la capacité a mettre en évidence la
fermentation du : glucose, lactose et/ou saccharose ainsi que la production d’hydrogéne
sulfuré (H,S) et de gaz. Le rouge de phénol est I’indicateur colorant virant du rouge au
jaune pour un résultat positif. L’absence de noircissement du culot indique 1’absence de

H,S. Ces résultats sont observés pour tous nos isolats.(Figure 21)

Figure2l: TestTSI positif
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111.2.3-Sur milieu Citrate de Simmons

A la lumiére des résultats obtenus les bactéries ainsi isolées des légumineuses,
ne présentent aucune culture, doncles bactériesn’utilisent pas le citrate comme seule

source de carbone (Citrate-). (Figure 22)

Figure 22:TestCitrate de Simmons négatif
IVV-Effet du pH sur la croissance des isolats

La mesure de la DO de la croissance des isolats cultivés sur le milieu YMB
ajusté a despH différents a été effectuée apres 24h et 48h d’incubation.

Apres 24h d’incubation les isolats et lessouchestémoin tolérent les différents
pHnotamment a pH 9 et 11, sauf la souche Mezo qui tolere trés faiblement les différents
pH.

L’isolat S1 a montré une faible croissance a pH 10 et 11, et pour B2 aussi moins
tolére a pH 5,5.(Figure 24)
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Figure 23 :Tolérance des isolats et souche de référence a différents pH aprés 24h
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Aprés 48h d’incubation (figure 25), la souche Mezo poussé a pH 5,5 et SImontre une
faible croissance aux pH 5et 5,5.8. 9et 11, ainsi que la souche B1 a pH 9.

1.2

m4

m4,5

m5

m5,5

Figure 24: Tolérance des isolats et souche de référence a différents pH apres 48h

Jordan en 1984 a montré que les rhizobiaa croissance rapide sont genéralement
plus sensibles a I’acidité. D’aprés Graham et al (1994) les rhizobia tolérant aux pH
acides sont généralement plus performantes en conditions d’acidité du sol dans le
champ. Donc, la sélection dessouches de rhizobium plus tolérante au faible pH permet
d’améliorer la tolérance des légumineusesa 1’acidité (Correa et Barneix, 1997).

D’apres nos résultats, les souches étudiées ont généralement un taux de
croissance  rapide et sont  globalement  tolérantesa  I’alcalinité et
majoritairementtolérantesa I’acidité. Ces résultats sont en concordance avec ceux
enregistrés par Razaet al (2001) qui ont trouvé que les isolats étudiés sont tolérants aux
variations du pH de4 a 10 et sont en accord aussi avec ceux d’EL-Hilali (2006) et Gaci
(2010).

Vincent (1970) et Jordan (1984), ont constaté que le pH optimum de
croissancedes rhizobia est entre 6 et 7. Le pH optimal pour la croissance des rhizobia
peut varier, en genéral ce sont des bactéries neutrophiles (EL-Hilali, 2006).
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V- Extraction d’ADN Génomique Bactérienne

Figure 25. Profil d’électrophorése d’ADN génomique

On remarque que le génome de deux souches :Z1et T1 a la méme taille (environ
12000Pb).

37






Conclusion

Dans cette étude nous avons essayé d'identifier des bactéries isolées a partir des
nodules de la légumineuse dugenrePhaseoluscultivé en Algérie, dans différents régions
et de les caractériser en présence deuxsouches témoin :Mesorhizobium cicer(Meso),et
Rhizobium sullae(A6). Nous avons procédé a un isolement et une caractérisation selon
les techniques usuelles propres aux rhizobia(selon Vincent, 1970,Somasegaran et
Hoben, 1994, Jordan, 1984).

A la lumiere des résultats obtenus, notamment les caracteres phénotypiques, les
isolats se comportent pratiquement comme des rhizobia (morphologie des colonies sur
YMA, vitesse de croissance Rhizobium, présence des enzymesspécifiques

La disponibilité des enzymes nécessaires a I'nydrolyse des constituants de la

paroi végétale est testée (cellulase), la méme chose pour les enzymes en relation avec le
processus de nodulation (pectinase), et avec le métabolisme azoté (uréase, nitrate-
réductase).
Toutes les souches y compris celles de référence sont douées d'une activité uréasique,
polygalacturonique, cellulosique (ces deux derniers sont impliqués dans le processus
infectieux des racines de la Légumineuse par les isolats. Par ailleurs un enzyme
impliqué dans le processus de fixation et transformation de 1’azote atmosphérique est
retrouvé chez toutes les souches (Nitrate-réductase) (Beck et col, 1993).

Unefermentation préférentielle de quelques sucres a été examinée, selon nos
résultats, tous les isolats utilisent le Mannitol, le Glucose, le Saccharose, et le Lactose
comme source de carbone .Or les méme isolats, ne présentent aucune culture sur le
milieu Citrate de Simmons, Les bactéries n’utilise pas le Citrate comme seule source de
carbone (Citrate-).

Selon les reésultats de lécithinase, toutes nos souches donnent des résultats
négative sauf I’isolat Tlpositif posséde ’enzyme de lécithinase qui fait dégrader la
lécithine.

- Nous avons évalué la tolérance de tous les isolats vis-a-vis a un facteur de stress
le pH, la croissance des isolats est observée aussi bien a pH voisin de 1’acidité

qu’aux pH alcalins.
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Annexe 1

Milieux de culture et solution utilisés

Composition du milieu YMB (YeastManitolBroth) en g/l. (Vincent, 1970)

Mannitol.........cooeiiiiiii 10.00
K2HPOA. ... 0.50
MgSO4TH20. ... 0.20
NaClio e, 0.10
Extraitde levure.................oooiiiiiiii, 0.50
Eaudistillée............ooooiiiiii. 1000ml
PH. 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.

Composition du milieu YMA (Yeast Mannitol Agar) en g/l. (Vincent, 1970)

YMB. .o 1000ml
N ) 18
PH..oo 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20minutes.

Composition du milieu YMA + Rouge Congo en g/l.

YMA . 1000ml
Solution stock de rouge Congo.................. 10ml
N | P 18



Aprés ajustement du PH on ajoute 10 ml de la solution stock de Rouge Congo (0.25g
Rouge Congo dans 100 ml d’eau distillée) au milieu YMA, puis on ajoute 1’agar.

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes

Composition du milieu YMA + bleu de bromothymol en g/I.

YMA 1000ml
Solution stock de bleu de bromothymo......... 10ml
AT i 15
PH . 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20minutes.

Apres ajustement du PH on ajoute 10 ml de la solution stock de bleu de bromothymol
(0.5g BTB dans 100 ml d’éthanol).), puis on ajoute ’agar.

Composition du milieu TYB (Trypton-Yeast-Agar.) en g /I.

Tryptone. ...oovuvieii 5
Extraitde levure..............cooooii 3
Cacl2...ooi 0.74
Eaudistilée............cooooiiiiiiii 1000ml
AGAT. . i 12
PH...o 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.



Composition du milieu Mannitol- Mobilité en g/l

Peptone.......coooiiiiiiiiii 20
Nitrate de potasium.............coeevvinvennnnnn. 1
Mannitol...........oooiiiiii 2
Eaudistillée.............ooooiiiiiinn. 1000ml
Rougedephénol...................oooii 4ml
AT o 4
PH. o 8.1

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.

Solution stock de Rouge de phénol (1% c.a.d. 1g dans 100 ml d’eau distillée).

Composition du milieu TSI (Triple- Sugar- Agar) en g/l

Peptone.......coovviiiiiiiiii 14
Extraitde levure...............coooi 3
Extraitde viande.................ocooiii 3
Lactose...ovuuiiiii i 10
Saccharose.........cooeviiiiiiiiiiii 10
D-glucose......ooviviiiiii 10
Chlorure de sodium..............cooiiiiiian.n. 5
Citrate d’ammonium ferrique.................... 0.3
Thiosulfate de sodium.......................... 0.3
Rouge de phénol.............................. 0.25

Eaudistillée.......ooovvneieiiiiii. ... 1000ml



Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.

Composition du milieu citrate de Simmons en g/l.

Sulfatede Mg.........ooiviiiiiiiiiii 0.2
Phosphate mono-....................coceeeiin.. 1
Phosphate di potassique........................... 1
Citrate de sodium...............cooeiiiieninnennnnn. 2
NacCl ..o 5
Bleu de bromothymol.......................... 0.08
Eaudistillée...................oooiiiii, 1000ml
AT i 12
PH. .o 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes

Composition du milieu Gélose Nutritive en g/l.

Extraitde viande..................cooiiinnL. 1
Extraitde levure.................oooo 1
Peptone......ccooviiiiiiii 5
AT o 15



Annexe 2

Tableau du PH aprés 24h

PH 4 45 5 55 8 9 10 11

souche

Mezo 0.008 0.028 | 0.032 | 0.018 | 0.025 | 0.071 | 0.029 | 0.033
A6 0.498 0.569 | 0.535| 0.498 | 0.576 | 0.775 | 0.698 | 0.740
S1 0.237 0.305 | 0.316 | 0.299 | 0.312 | 0.286 | 0.162 | 0.169
S2 0.327 0.519 | 0.562 | 0.327 | 0.500 | 0.825 | 0.487 | 0.804
Z1 0.502 0.560 | 0.505 | 0.502 | 0.544 | 0.624 | 0.549 | 0.626
Z2 0.450 0.577 | 0.524 | 0.450 | 0.486 | 0.638 | 0.540 | 0.669
M2 0.490 0.531 | 0.579 | 0.490 | 0.493 | 0.597 | 0.500 | 0.606
M1 0.616 0.513 | 0.608 | 0.616 | 0.603 | 0.861 | 0.498 | 0.759
B2 0.358 0.498 | 0.552 | 0.158 | 0.523 | 0.818 | 0.561 | 0.758
Bl 0.318 0.267 | 0.236 | 0.318 | 0.251 | 0.455 | 0.251 | 0.316
T2 0.347 0.366 | 0.627 | 0.347 | 0.524 | 0.851 | 0.608 | 0.808
T1 0.496 0.518 | 0.398 | 0.496 | 0.300 | 0.485 | 0.312 | 0.478

Tableau de PH aprés 48h

PH 4 4.5 5 55 8 9 10 11
D

souched

Mezo | 0.013 | 0.063 | 0.025 | 0.249 | 0.013 | 0.110 | 0.009 0.017
A6 0.534 | 0.550 | 0.607 | 0.630 | 0.261 | 0.524 | 0.738 0.806
S1 0.145 | 0.409 | 0.030 | 0.026 | 0.051 | 0.052 | 0.224 0.078
S2 0.414 | 0.607 | 0.470 | 0.562 | 0.638 | 0.598 | 0.509 0.505
Z1 0.549 | 0.535 | 0.488 | 0.572 | 0.636 | 0.611 | 0.537 0.563
Z2 0.454 | 0.526 | 0.608 | 0.553 | 0.733 | 0.571 | 0.590 0.667
M2 0.519 | 0.605 | 0.478 | 0.546 | 0.674 | 0.651 | 0.564 0.451
M1 0.504 | 0.532 | 0.489 | 0.559 | 0.680 | 0.574 | 0.543 0.489
B2 0.599 | 0.618 | 0.553 | 0.372 | 0.589 | 0.668 | 0.588 0.549
Bl 0.232 |1 0.249 | 0.213 | 0.767 | 0.702 | 0.210 | 0.261 0.336
T2 0.954 | 1.025 | 0.491 | 0.713 | 0.395 | 0.628 | 0.600 0.564
T1 1.057 | 0.922 | 0.425 | 0.510 | 0.718 | 0.524 | 0.317 0.326




Annexe 3

Kite

Ready-Load” 1Kb
Plus DNA Ladder

I Kb Plus DNA Ladder

« 20 Fragments

« 100 bp - 12Kb

+ Orientation Doublet
+ Ready-to-Load

+ 100 Applications

+» Store at room
iemperature
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at www.invitrogen.com
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Résumé
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