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Résumeé

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

la région de I'Est algérien wilaya de Khenchela.

La caractérisation de 07 souches isolées porte sur une identification morphologique
suivie d'une caractérisation phénotypique qui englobe des testes biochimigues,
physiologiques et nutritionnels ont été réalisées, une souche de référence Rhizobium

nepotum RO8 ont été utilisées pour la comparaison.

Les résultats obtenus montrent que nos isolats sont des colonies homogeéne de forme
circulaire de croissance rapide, desbacilles a Gram négatif, osmotolérentes et
thermotolérentes peut vivre dans les sols acide ainsi que les sols alcalins, utilisée une large

gamme de substrats carbonées et assimilent préférentiellement les disaccharides.

Sur la base des caracteres etudiés, nos isolats portes les mémes caracteres

phenotypiques des (BNL).

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



Abstract

This work has been realized in order to highlighting the bacteria which have been
isolated from the nodules of the plant the genus Trigonella gladiata Stev. In East Algeria
Khenchela.

The characterization of 07 strains isolatedrelates a morphological study followed by a
phenotypical characterization which includes also biochemical, physiological and nutritional
tests, were performed, reference strain such Rhizobium nepotum RO08 were used for

comparison.

The results obtained show that our isolates are homogeneous colonies of fast-
growing circular form, negative Gram bacilli ,osmotolerant and thermotolerant can survive
in the acid soils like alkaline, used a wide range of carbonaceous substrates preferentially

assimilate disaccharides.

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

Key words: Trigonella, phenotypical, characterization, Rhizobium, nodules. BNL.
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Introduction

La fixation biologique de 1’azote, qui est la transformation de l'azote gazeux
atmosphérique par des microorganismes du sol en azote combiné assimilable par les plantes
peut constituer une alternative a l'utilisation d'engrais chimique azoté ou du moins permettre

de réduire son utilisation dans les systemes agricoles.

Les Iégumineuses jouent un réle important dans le maintien de la productivité en
agriculture. Elles sont capables d’établir un symbiose fixatrice d’azote atmosphérique avec
des bactéries du sol appelées BNL ou « Bactéries Nodulant les légumineuse » (Moulin.,
2002).

La symbiose rhizobium -légumineuse est un processus indispensable non seulement a
la plante pour acquérir 1’azote sous forme réduite, mais aussi aux rhizobia pour obtenir les
nutriments nécessaires a leur développement.

La région de I’Est Algérien présente un climat méditerranéen relevant des étages
bioclimatiques humide, subhumide et semi-aride, elle se caractérise par une grande diversité
de légumineuses spontanées et cultivées (FAO., 2006).Parmi elles les espéces du genre

Trigonella L.(Fenugrec)

Le Fenugrec c’est une plante médicinale, herbacée annuelle de la famille des
Fabaceae, comme les autres légumineuses est une bonne source des protéines alimentaires

pour la consommation de I'nomme et les animaux ...etc.

Dans le cadre du travail relatif a ce mémoire, nous sommes fixés 1’objectif suivant :
Analyses phénotypique des isolats nodulants Trigonella gladiata Stev .poussé spontanément

dans la région de Khenchela. Ce travail est réalisé selon le plant suivant :

- isolement des bactéries a partir des nodules.

- étude morphologique et microscopique des isolats.

- une étude comparative entre les isolats et les souches de référence par une
caractérisation phénotypique qui comporte une série de tests :

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

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

- effet des facteurs abiotiques (pH, T°, NaCl).
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I-Fixation biologique de I’azote

Parmi les éléments nutritifs nécessaires, celui qui est le plus souvent limitant pour la
croissance des plantes est 1’azote (Pujic P., Normand., 2009). C’est un constituant important
dans 1’¢laboration de nombreuses molécules tels que : les protéines les acides nucléiques, des
hormones, de la chlorophylle et divers composeés primaires et secondaires des plantes
(Hopkins., 2003).

La fixation biologique de N2 est une activité microbienne aussi importante pour le
maintien de la vie sur le globe terrestre que la photosynthése. Les organismes assimilateurs de
N2 sont des eubactéries et archaebactéries procaryotes réparties dans plus de 100 genres ;
certains fixent 1’azote en vivant a 1’état libre, d’autres le font au cours d’une symbiose
(Pelmont., 2005).

La fixation biologique de I'azote reléve uniquement du domaine des procaryotes, parce
qu’ils possédent un complexe enzymatique, nommé dinitrogénase qui catalyse la réduction de
I’azote en ammoniac, Pour permettre une activité optimale de la nitrogénase, la plante
maintient les nodules en conditions de micro-oxie grace au parenchyme nodulaire pendant
que la leghémoglobine transporte et tamponne la concentration d’oxygene (Hopkins., 2003 ;
Ott et al., 2005).

Dans le systeme biologique fixateur de N2 les conditions optimales de la catalyse
biologique correspondent & une pression de 0,2 a 1,0 atm de N2 et une température de 30-
35°C, alors que les conditions de la catalyse chimique sont tres séveres (pression de 250-
1.000 atm de N et température de 450°C) (Hopkins., 2003).

La fixation biologique de I'azote est le processus biochimique le plus important apres
I’assimilation du COz. Elle est trés importante pour fournir 1’azote disponible pour les plantes
dans les systemes naturels et dans les régions agricoles ou I'engrais synthétique est trop cher

ou non disponible (Vincent., 2002).

certaines bactéries sont capables de fixer I’azote atmosphérique (N2) et de la
retourner au sol sous forme d’ions ammonium (NH4") qui seront ensuite transformés en

une forme d’azote directement assimilable par les plantes (NO3") gréce a la nitrification. Les
bactéries formant des associations symbiotiques sont les plus importantes en termes

de quantité d’azote fixé et, Rhizobium et Bradhyrhizobium sont les genres les plus communs
(Raven., et al., 2003).
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Dans cette association symbiotique, la plante représente 1’hote et le partenaire
bactérien le symbiont. Chez les légumineuses, les rhizobia s’installent dans les racines des
plantes, le végétal fournit des matieres nutritives a la bactérie; celle-ci capte ’azote de I’air et

le donne a son hote (Pousset., 2003).

I1- symbiose Rhizobium-légumineuse

Les bacteries de la famille des Rhizobiacées en général peuvent infecter les racines des
Iégumineuses entrainant la formation d’un organe spécialisé, le nodule, et offre un micro-
habitat exceptionnellement favorable a la bactérie tout en lui procurant des substrats carbonés
provenant de la photosynthése qui fournit a la plante hote de 1’azote sous forme assimilable
NHz (Dommergues et al., 1999). On a donc bien une symbiose, c’est a-dire une association a
bénéfice réciproque. Cependant, la réduction de I’azote atmosphérique est un processus trés

coQteux en énergie (Smil., 2002).

L’optimisation de la symbiose entre les légumineuses et le microsymbiont exige la
présence dans la rhizosphere de souches compatibles, compétitives et infectives qui sont
hautement effectives pour la fixation de 1’azote et présentes en nombre suffisant pour

maximiser la nodulation (Vessey et Chemining., 2006).

I1-1-Les légumineuses

Une légumineuse désigne une plante appartenant a la famille des Fabacées .C’est 1’une
des plus importante familles parmi les dicotylédone qui ont la propriété de former une
association symbiotique avec les bactéries Rhizobiums. Elles constituent le groupe le plus
important de plantes participant a la fixation de I’azote avec des bactéries symbiotiques dans
de bonnes conditions de nodulation (Raven et al., 2000),parmi les plantes les plus étudiées,
Le soja, I’arachide, le haricot, les pois, les feves et les lentilles (Patriarca et al.,2004 ;Gage.,
2004; Stacey et a., 2006).

La famille des légumineuses est I’une des familles végétales les plus utiles a ’homme,
que ce soit dans le domaine alimentaires, industrielles, économique, écologique ou

agronomique :
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Les graines des légumineuses sont des aliments d’excellente qualité, elles constituent
une source majeure de protéines et d’huiles végétales selon la légumineuse considérée. Les
protéines peuvent représenter de 17 et 27 % du poids des graines soit deux a trois fois plus
que les graines des céréales majeures (Graham et Vance., 2003 ; Simon., 2005 ; Fyad-
Lameche., 2007).

Dans I’industrie, les légumineuses représentent une source trés importante de maticre
premiere : pour la production de dérivés alimentaires tels que les huiles, les farines et les
conserve...etc et pour la production des produits cosmétiques et pharmaceutiques (Lee et al.,

2007).

Les légumineuses améliorent les pratiques agricoles et contribuent au maintien de la

fertilité des sols par I’accumulation des concentrations importantes d’azote dans leurs tissus

(Simon., 2005).

écologiquement, les légumineuses sont responsable pour une partie substantielle de la
conversion du flux global de 1’azote atmosphérique en forme fixe tel que 1’azote ammoniacal
qui est a son tour converti en composés organiques assimilables (Wani et al., 1995 ; Chalck.,
1998).

Elles jouent aussi des rdles tres importants dans la lutte contre 1’érosion, la

désertification et la dégradation des sols (Thami et EI Mzouri., 2000).
11-1-1-Classification des Légumineuses

La famille des légumineuses ou Fabacées (Fabaceae) est classée parmi les
Angiospermes, en nombre d’espéces (aprés les Orchidacées et les Astéracée) avec
plus de 20000 espéces répartition mondiale, classées en environ 727 genres (Cronk
et al., 2006).Les espéces vont des herbes naines de 1’Arctique et des montagnes aux
immenses arbres des foréts tropicales (Judd et al. 2001). Les formes arborescentes
sont prédominantes dans les pays chauds et les formes herbacées dans les régions

tempérées (Guignard et Dupont., 2005).

Sur la base de leurs caractéristiques florales, les botanistes s’entendent a regrouper ces
especes en trois sous-familles (Doyle., 1994 ; De Ladjudie et al., 1998 ; Dommergues et al.,
1999 ; Doyle et Lucknow., 2003) :
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- Les Mimosoideae
La sous-famille des Mimosoideae, comprend environ 3000 especes regroupées dans
environ 77 genres (Cannon., 2008).

- Les Caesalpinioideae
La sous-famille des Caesalpiniodeae, considérée comme la plus primitive, regroupe

environ 4200 especes dans environ 162 genres (Simon., 2005 ; Cannon,. 2008).

- Les Papilionoideae

Dans cette sous-famille, 97% des espéces examinées peuvent étre nodulées (Sprent,
1995 rédigés par Ziada et Bellir, 2014), d'une évolution plus récente, comprend quelques
14.000 espéces aux fleurs irrégulieres, regroupées dans environ 476 genres (Lewis et al.,
2003).

Trés peu d’espéces chez les Cesalpinoideae sont nodulées, alors que la plupart des

espéces de Papilionideae d’intérét agronomique le sont (soja, luzerne, pois, haricots,
Arachide...) (Doyle., 2011).

I1-1-2-La légumineuse Trigonella L.

Le Fenugrec (Trigonella L.) est une plante, herbacée annuelle de la famille des
Fabaceae (Burnie et al., 2006).

Le nom du genre, Trigonella signifiant «petit triangle» Ressemblent a la forme

triangulaire de ses petites fleurs blanc-jaunétre (Bas., 2006).

Il existe des divergences remarquables dans la gamme des espéces déclarées de
fenugrec (environ 70-97) dans la littérature (Vasilchenko., 1953 ; Fazli., 1967) cependant, les
taxonomies anciennes comme Linnaeus ont explicitement accentué Sur I'existence de 260
especes (Basu., 2006), a travers les espéces mentionnées de fenugrec, les suivantes Sont
principalement célébrés quant a leurs propriétés medicinales et pharmaceutiques (Basu
.,2006): T. foenum graecum, T. balansae, T. corniculata, T. maritima, T. spicata, T. occulta,
T.polycerata, T. calliceras, T. cretica, T. caerulea, T. lilacina, T. radiata, T. spinosa. Parmi
lesquels T. foenum-graecum est largement Cultivé dans le monde entier (Petropoulos ., 2002).

5
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Le fenugrec est également connu comme une culture épicée mondiale cultivee dans les
principaux continents(Selon le sol et les conditions climatiques) a travers le monde, y compris
des parties de I'Afrique du Nord, Méditerranée Europe, Russie, Moyen-Orient, Chine, Inde,
Pakistan, Iran, Afghanistan, piéces de I'Extréme-Orient et de I'Asie du Sud-Est, de I'Australie,
des Etats-Unis, du Canada et de I'Argentine (Acharya., Thomas et al.,2006 ; Acharya., Blade.,
Mir., 2007).

Le fenugrec dans L'arabe s'appelle Hulba, en Angleterre appelé fenugreek ou fenigrec,
en Pakistanais et Indiens appelés Methi, en italien appelé Fieno Greco, et en francais appelé
Senegre (Petropoulos ,2002 ; Mehrafarin et al., 2011).

De nombreux experts conviennent a l'unanimité que l'ancétre sauvage direct du
fenugrec est T. gladiata Stev. Cela différe largement de T. foenum-graecum en raison de
I'assemblage d'attributs comme le plus petit taille et la tuberculation des graines (Petropoulos,
1973). 1l est donc probable que vous croyez que les especes T. foenum graecum évoluait
naturellement & partir de T. gladiata, car il avait éventuellement contribué a empécher

I'extinction de T. foenum-graecum (Mehrafarin et al., 2011).

-Description botanique (T.gladiata Stev.)

Fleurs solitaires ou rarement géminées, sessiles a l'aisselle des feuilles. Gousses
longuement apiculées, plus ou moins arquées Gousse longue de 2-4 cm, brusquement rétrécie
en bec de 1-2 cm (figure). Graines fortement tuberculées. Fleurs blanchatres, de 8-10 mm de
long. Plante plus ou moins prostrée, velue-hispide, en particulier sur la gousse, haute de 5-
15cm au plus (Quizel et Santa., 1962).

Figure 1 : Trigonella gladiata Stev.
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-Taxonomie de la plante (T.gladiata Stev.)
Regne : Plantae
Sous-Regne : Trachiobionta
Division : Magnoplyphita
Classe : Magnolipsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Fabales
Famille : Fabaecae
Genre : Trigonilla

Espéce : T .gladiata Stev.

-Compositions de fenugrec

La graine de Fenugrec concentre d’importants composants essentiels pour la santé
contient des phosphores du fer, du soufre, des acides nicotinique, des alcaloides saponines
(I’origine de ses propriété stimulante de 1’appétit), flavonoides, glucide, vitamine A et B1, C.
magnésiums, calcium. Lécithine. Protéine 30%.des saponines stéroides (diosgénine et
yamgénine. qui contribuent a la syntheése du cholestérol et des hormones sexuelles) (Le Folc’h

E., 1083).

Le fenugrec comme les autres légumineuses est une bonne source des protéines
alimentaires (environ 20-30 %), il contient les acides gras avec un pourcentage de 05 a 10%
qui sont principalement 1’acide linoléique, ’acide linolénique, 1’acide oléique et 1’acide
palmitique, les glucides totaux représentent de 45 a 65 % de sa composition avec 15%

degalactomannane (une fibre soluble) (Schryver., 2002 ; Nazar et al., 2007).

Les grains de fenugrec sont aromatique, ameres, non toxique, antibactérien (Mehani et
Segni., 2012).
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11-1-2-5- Principes actifs

Il est utilisé comme une épice de cuisson et un agent aromatisant (Hajimehdipoor et

al., 2010), est trés recommandé, généralement en cas de manque d’appétit (Harchane et al.,

2012).

Depuis plusieurs siecles, des recherches modernes ont également démontré que les
graines et les feuilles de fenugrec Sont utiles dans le traitement d'un certain nombre de
maladies, y compris la réduction efficace de la glycémie et le taux de cholestérol sanguin chez

les animaux et les sujets humains dans les essais expérimentaux (Acharya et al., 2006).

Cette plante est également consommee comme fortifiante par les femmes apres
I’accouchement, elles sont traditionnellement utilisées pour la prise de poids. Il est aussi

reconnu pour combattre et réduire la chute de cheveux (Mekkiou., 2005; Salhi., et al., 2010).

11-1-2-6- Propriétés pharmacologiques

La graine de fenugrec est traditionnellement utilisée par voie orale pour faciliter la
prise de poids et par voie externe comme émollient sous forme de cataplasme dans le
traitement des inflammations locales : furoncles, abcés, durillons et eczémas (Bruneton.,
2009).

Cette plante est trés intéressante dans le traitement des facteurs de risque
cardiovasculaires. Le fenugrec pourrait avoir un effet préventif sur I'apparition de certains
types de cancers (Aggarwal et al., 2006), en particulier du colon (Raju et al., 2004 ; Devasena
et al.,2007) , du sein (Amin., 2005), et de la vésicule biliaire (Rai., 2006). Il a été envisagé

d'utiliser ses propriétés anti-oxydantes en tant qu’anticancéreux (Sur et al., 2001).

Les graines ou des fractions des graines du fenugrec utilisé dans le traitement du

diabéte sur un modéele de diabeéte de type 1 ont été plus souvent testées en curatif qu’en

préventif (Ribes et al., 1986 ; Ali et al., 1995 ; Vats et al., 2003).
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11-1-2-7-Agronomie

La production agronomique de la culture du fenugrec a été bien étudiée et signalée
dans les régions arides et Régions semi-arides du monde et a été bien documenté dans la
littérature primaire (Basu et al., 2007 ; Zandi et al., 2013).

Les facteurs environnementaux climatiques et édaphiques (facteurs externes) ainsi que
la formation génétique (Condition interne) sont largement responsables des processus
métaboliques dans la culture du fenugrec (Basu., et al 2009)

11-2- Généralités sur les rhizobia

Les rhizobia furent isolés pour la premiére fois par Beijerinck en 1888 et identifiés
comme agents de la fixation d'azote qui nomma la bactérie qu’il isola Bacillus radicicola.

Le terme Rhizobium est attribuée aux bactéries telluriques a été utilisé pour désigne
ces bactéries formant des nodules sur les l1égumineuses du grec, « Rhizo»» = racine et bium=

vivant. Dénommeé ainsi par Franck en 1889 car ce microorganisme vit dans les racines.

Il -2-1-Caractéres généraux
Il -2-1-1- Caractéres morphologiques
Les rhizobia sont des bactéries du sol, bacilles Gram négatives, strictement aérobies et

non sporulant, possédant une forme de batonnets (Jordan 1884), on distingue deux formes :

-La forme végétative

Les rhizobiums sont mobiles par un seul flagelle polaire ou par deux a six flagelles
péritriches et apparaissent sous forme de batonnets réguliers de 0,5 a 0,9um de largeur sur 1,2
a 3 um de longueur (Jordan., 1884).

-la forme bactériode

A Tlintérieur des cellules du cortex racinaire, les rhizobiums se transforment en
bactériode de forme branchée, sphérique ou en massue (Perry et al., 2004).1l existe des
bactéroides réguliers et des bactéroides irréguliers. Chez les groupes Rhizobium trifoli,
Rhizobium meliloti et Rhizobium léguminosarum, les individus sont irréguliers et ont une
taille a peu prés dix fois plus grande que ceux de la forme végétative (Somasegaran et Hoben,
1994).
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Il -2-1-2-Caractéres génétiques

Les souches de Rhizobium nodulants les légumineuses sont considérées
particulierement sensibles en raison de leurs caractéristiques génétiques (Patricia et al,. 1998;
Raposeiras et a.l, 2002).

La spécificité de I'nbte est codée par les génes du plasmide sym, un échange dans ce
plasmide signifie un échange dans la spécificité de I'n6te (Pelmont., 1995).

La présence d'un plasmide de grande dimension ou mégaplasmide (Psym) est une
caractéristique intéressante dans toutes les souches de Rhizobium meliloti. Les génes
responsables de la nodulation (Nod) et de la fixation de I'azote (Fix, Nif) dans les souches de
Rhizobium sont situés sur ce simple réplicon symbiotique, des genes codent pour des
bactériocines et de la production des pigments sont aussi présents (Werner., 1992 ; Pelmont.,
1995 ; Patricia et al., 1998).

L’existence de séquences répétitives d'ADN est une caractéristique du génome de
Rhizobium. Elles peuvent fournir des emplacements pour la recombinaison et des
réarrangements génomiques ainsi des délétions d'ADN, ayant pour résultat la perte ou des
changements des propriétés symbiotiques. En conséquence, cette instabilite génetique
compromet l'utilisation des souches de Rhizobium dans la production commerciale d'inoculum
(Patricia et al., 1998; Raposeiras et al., 2002).

11-2-2-Classification actuelle des rhizobiums

La classification des rhizobiums a été passée par un changement substantiel au cours
des derniéres années en raison de l'ajout de plusieurs genres et espéces de ce groupe de

bactéries importantes.

La premiére classification des rhizobia a 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) .

Actuellement la taxonomie bactérienne moderne se base sur plusieurs techniques
moléculaires, chacune puisant I'information a des niveaux cellulaires différents (surtout ADNr
16S comme marqueur taxonomique, les protéines totales, les acides gras, ...). Ainsi, la famille

des Rhizobiacees incluse 6 genres qui sont Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium,

10
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Allorhizobium, Azorhizobium et Bradyrhizobium et connus collectivement sous le nom de
rhizobia (Tighe et al., 2000 ; Ndiaye et al., 2002).

Sur la base de la vitesse de croissance in vitro, les Rhizobium sont été ensuite reclassés
en deux groupes : groupe des bactéries a croissance rapide et celui des bactéries a croissance
lente. Ces bactéries sont actuellement connues pour les capacités symbiotiques. ainsi les
genres Rhizobium ;Sinorhizobium ; Mesorhizobium ; Ochrobactrum ; Allorhizobium
;Azorhizobium ;Methylobacterium ; Bradyrhizobium ; Blastobacter ; Devosia( classe des a-

protéobactéries );Burkholderia et Ralstonia (classe des B protéobactéries) (Garrityet al., 2004)
ainsi que certaines 0-protéobactéries (Benhizia et al., 2004) forment actuellement ’ensemble

des bactéries connues comme symbiotes de Iégumineuses (Weir ., 2006 ).

Tableau 1 : classification actuelle des rhizobiums (Berrada et Fikri-Benbrahim ,2014) (Weir.,
B.S., 2016).

Genre espéce Source d’isolement

Classe: Alphaproteobacteria
Ordre: Rhizobiales
Famille: Rhizobiaceae
Genre: Rhizobium

R. leguminosarum

Symbiovarviciae Pisum, Viciae, Lens, Lathyrus
Symbiovartrifolii Trifolium pratense
Symbiovarphaseoli Phaseolus vulgaris

R. galegae Galega, Leucaena
Symbiovarofficinalis Galegaorientalis
Symbiovarorientalis Galegaofficinalis

R. tropici Phaseolus, Medicago, Macroptilieum
R. leucaenae
R. tropici

R. endophyticum Phaseolus vulgaris

R. phaseoli Phaseolus

R. fabae Vicia faba

R. etli Phaseolus,
Symbiovarmimosae Mimosa affinis
Symbiovarphaseoli Phaseolus

R. undicola Neptunianatans

R. gallicum Phaseolus vulgaris
Symbiovarphaseoli Phaseolus vulgaris
Symbiovargallicum Phaseolus vulgaris

R. giardinii Phaseolus vulgaris

11



Symbiovarphaseoli
Symbiovargiardinii

. hainanensis

. huautlense

. mongolense

. yanglingense

. larrymoorei

. indigoferae

. Sullae

. loessense

. cellulosilyticum

.miluonense

. multihospitium

. Oryzae

pisi

. mesosinicum

. alamii

. alkalisoli

. tibeticum

. tubonense

. halophytocola

. radiobacter

. rhizogenes

. rubi

. Vitis

R. nepotum
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Phaseolus

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

Ficus benjamina

Indigofera spp.

Hedysarum

Astrgalus, Lespedeza

Populus alba

Lespedeza

Plusieurs espéces de légumineuses
Oryzaalta

Pisumsativum

Albizia, Kummerowia Dalbergia
Arabidopsisthaliana
Caraganaintermedia

Trigonella archiducis-nicolai
Oxytropisglabra

usine de dunes cotiéres

*

*
*
*

*

Actuellement, il y'en a 49 especes du genre rhizobia (et 11 pas du genre rhizobia).

Nouvelle-Zélande Weir, B.S. (2016)

Genre: Ensifer
E. meliloti
E. fredii
Symbiovarfredii
Symbiovarsiensis
E. sahelense
E. terangae
Symbiovaracaciae
symbiovar sesbania
E. medicae
E. arboris
E. kostiense
E. xingianense (Formerly:
Sinorhizobiumxingianense)
E. adhaerens
E. kummerowiae
E. americanum
E.mexicanus

Rhizobium en

Medicago, Melilotus, Trigonella

Glycine, Vigna, Cajanus

Glycine

Acacia, Prosopis, Neptunia, Leucaena
les plantes hotes différentes

Acacia

Sesbania

Medicago truncatula, Melilotus
Acacia, Prosopis

Acacia, Prosopis

Glycine max

*

Kummerowia stipulaceae
Acacia

Acacia  angustissima

12
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Medicago sativa

Il ya actuellement 17 esp2ces de genre de bactérie dont Ensifer est en
Nouvelle-Zélande Weir, B.S. (2016)

Genre: Shinella
S. kummerowiae

Kummerowia stipulaceae

Le genre Shinella contient actuellement une seule espéce rhizobia. Weir, B.S. (2016)

Famille: Phyllobacteriaceae
Genre: Mesorhizobium

. loti

. huakuii

. ciceri

. tianshanense

. mediterraneum
. plurifarium

I I I 5555 L

. amorphae

. chacoense

. septentrionale
. temperatum

. thiogangeticum
. albiziae

. caraganae

. gobiense

. tarimense

. australicum

. opportunistum
. metallidurans
. alhagi

. camelthorni

. abyssinicae
. muleiense

. hawassense
. gingshengii
. robiniae

. shonense

. shangrilense

. silamurunense
. tamadayense

Lotus, Cicer, Anthyllis, Astragalus, etc.
Astragalus sinicus

Cicer arietinum

Glycyrrhiza pallidiflora

Cicer arietinum

Acacia, Chamaecrista, Leucaena,
Prosopis,

Amorpha fruticosa

Prosopis alba

Astragalus adsurgens
Astragalus adsurgens

*

Albzia kalkora

Caragana spp.

Wild legumes

Wild legumes

Biserrula pelecinus
Biserrula pelecinus
Anthyllis vulneraria

Alhagi

Alhagi sparsifolia.
Differents arbres agroforestiers
de legumineuses

Cicer arietinum

Différents arbres agroforestiers
de légumineuses

Astragalus sinicus

Robinia pseudoacacia
Différents arbres agroforestiers
de légumineuses

Caragana espéce

Astragalus espece

Anagyris latifolia, Lotus berthelotii

Actuellement il ya 21e espéces du genre rhizobia dont une (1) non rhizobia. Le genre
Mesorhizobium en Nouvelle-Zélande Weir, B.S. (2016)

13
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Genre: Phyllobacterium

P. trifolii Trifolium pratense

Le genre Phyllobacterium cantient actuellement trois espéces de rhizobia. Le/ la
Phyllobacterium en Nouvelle-Zélande. Weir, B.S. (2016)

Family: Methylobacteriaceae
Genre: Methylobacterium
M. nodulans Crotalaria spp.

Le genre Methylobacterium zontient une seule espece Rhizobia, Le/|5

Methylobacterium en Nouvelle-Zélande. Weir, B.S. (2016)
Genre: Microvirga

M. lupini Lupinus sp.
M. lotononidis hote 1égumineuse Different
M. zambiensis hote légumineuse Different

Le genre Microvirga contient ictuellement trois espéeces de
Rhizobia. Microvirga en nouv:lle -zélande. Weir, B.S. (2016)

Famille: Brucellaceae
Genre: Ochrobactrum

Ochrobactrumcytisi Cytisus
Ochrobactrumlupini Lupinusalbus

Le genre Ochrobacterium contient actuellement deux espéces de rhi_ . .

zobia. Le/la
Ochrobacterium en Nouvelle-Zélande. Weir, B.S. (2016)
Famille: Hyphomicrobiaceae

Genre: Azorhizobium
A. caulinodans Sesbania rostrata
A. dobereinereae Sesbania virgata

A. oxalatiphilum

Le genre Azorhizobium's compose actuellement de 2 espéce

e s Weir, B.S. (2016)

Genre: Devosia
Devosianeptuniae Neptunianatans

Le genre Devosia contient actuellement une seule espéce rhizobia

pas une espece rhizobia potentiellement. Weir, B.S. (2016) (etune 1 qui est

Famille: Bradyrhizobiaceae
Genre: Bradyrhizobium

B. japonicum Glycine max, Glycine soja
B. elkanii Glycine max

B. liaoningensese Glycine max

B. yuanmingense Lespedeza

B. betae Betaevulgaris

B. canariense Genisteae et Loteae

B. irlomotense Entada koshunensis

B. jicamae Pachyrhizus erosus
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B. lablabi Lablab purpureus
B. huanghuaihaiense Glycine max

B. cytisi Cytisus villosus

B. dagingense Glycine max

B. denitrificans Aeschynomene

B. oligotrophicum

B. pachyrhizi Pachyrhizuserosus

Il ya actuellement 9 espéces du genre rhizobia dont une (1) non rhizobia. Le genre

Bradyrhizobium en Nouvelle-Zélande. Weir, B.S. (2016)

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

B. caribensis Vertisol microaggregates
B. cepacia Alysicarpus glumaceus
B. tuberum Aspalatus carnosa

B. phymatum Machaerium lunatum

B. nodosa Mimosa bimucronata, Mimosa scabrella
B. sabiae Mimosa caesalpiniifolia
B. mimosarum Mimosa spp.

B. rhizoxinica Rhizopus microsporus
B. diazotrophica Mimosa  spp.

B. endofungorum Rhizopus microsporus
B. heleia Eleocharis dulcis

B. symbiotica Mimosa spp.

Le genre Burkholderia contient actuellement sept membres nommés Rhizobia et d'

Burkholderia sp. Burkholderia en Nouvelle-Zélande. Weir, B.S. (2016) autres
Genre : Cupriavidus Aspalatus carnosa
C. taiwanensis Mimosa sp.

Ce genre la contient actuelle 1ent une seule espece rhizobia. Weir, B.S. (2016)

Class: Gamma-Proteobacteria
Ordre: Pseudomonadales
Famille: Pseudomonaceae
Pseuomonas sp. Robinia pseudoacacia

*Des especes avec une capacité de formation de nodules non décrites sont inclues de fagon traditionnelle comme la bactérie du genre
rhizobia.

I11- Etablissement de la symbiose rhizobienne
L'établissement de la symbiose est un phénomeéne complexe, qui se développe a
travers une série d'événements et de transformations complexes et ordonnees.
15
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Les légumineuses présentent 1’énorme avantage par rapport aux autres plantes de
pouvoir s’associer a des bactéries du sol communément appelées rhizobiums. Cette
association aboutit a la formation d’un petit organe particulier au niveau des racines, le
nodule, au sein duquel les bactéries, grace a leur activité nitrogénase, fixent 1’azote
atmosphérique et transferent celui-ci a la plante sous une forme combinée assimilable
(Lerouge., et al.1990).

I11-1-Mécanismes et spécificité de la reconnaissance symbiotique
Le processus de fixation biologique de 1’azote est précédé par la formation de nodules
ou nodosités. En terme général, les nodules sont le résultat d’infection des racines par les

bactéries. Ce processus est appelé nodulation. (Patriarca et al., 2004) .

I11-1-1- Pré échange de signal d’infection et déclenchement du nodule

L’interaction entre la plante et la bactérie débute dans la rhizosphére, la croissance des
bactéries se fait de maniére sélective par la plante (Savka et al., 2002). En condition de
carence en ions ammonium (NH4"), les plantes produisent des flavonoides (molécules
signales) au niveau de leurs racines (Patriarca et al., 2004). Ce signal, une fois percu par le
rhizobium, induit ’expression de génes nod codant pour les enzymes de synthese de facteurs
Nod (Dénarié., 2000).

Les facteurs Nod produits par des rhizobia différents partagent une structure chimique
commune d'un lipochitooligosaccharide (LCO). Un type de molécule qui a été détecté jusqu'a

présent exclusivement chez les rhizobia (Debellé et al., 2001).

111-1-2-L’infection

L’infection des racines peut avoir lieu a travers les poils absorbants ou des blessures,
ou a travers 1’espace intercellulaire (Rasanen., 2002). Les bactéries s’attachent aux racines par
I’intermédiaire d’une molécule d’adhésion spécifique, la rhicadhésine, localisée a la surface
des cellules de Rhizobia, la rhicadhésine est une protéine qui lie le calcium. Des lectines sont
¢galement impliquées dans I’adhésion mais elles participent 2 un degré moindre que la
rhicadhésine (Perry et al., 2004).

Lors de ce stade de la nodulation, la bactérie doit traverser la paroi de la cellule héte

de facon a entrer dans I’espace situé entre la paroi et le plasmalemme (Hopkins., 2003).
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Les bactéries migrent vers 1’extrémité des poils absorbants, s’y fixent et libérent a leur
tour des hormones (acides gibbérellique et indole-acétique) qui assouplissent la paroi
cellulaire (Dupuy et Nougier., 2005). Le rhizobium s'appréte alors a entrer dans la plante
(Bélanger., 1998).

L’infection a lieu par les jeunes poils absorbants de la racine. Dés la reconnaissance du
Rhizobium spécifique, des modifications structurales apparaissent dans les toutes premiéres
heures de I’infection. Il s’agit de plusieurs paramétres cytophysiologiques du poil absorbant :
dépolarisations membranaires, modification de concentrations du Ca®* intracellulaire,
augmentation de pH et fragmentation de I’actine. Certains des poils absorbants infectés se
courbent et forment une « crosse de berger » a I’'intérieur de laquelle les bactéries se
multiplient (Duhoux et al., 2004).

En réponse le poil absorbant secréte une enzyme, la polygalacturonase, qui fragilise la
paroi; et ainsi facilite la pénétration des bactéries (Dupuy et Nougier., 2005). Les cellules
bactériennes entrent par un poil absorbant, perdent leur membrane externe et changent de

forme, tout en produisant une cytokinine (sorte d’hormone de croissance) (Pelmont., 2005).

111-1-3-Développement du nodule et libération des bactéries

Le stade final du processus infectieux est atteint lorsque les bactéries sont déversées
dans la cellule hote (Hopkins et al., 2003).Les rhizobiums se libérent du filament d’infection
et péneétrent dans des enveloppes dérivées de la membrane plasmique de la cellule héte
(Raven et al., 2007). Arrivé dans la corticale zone corticale, le cordon se ramifie et envahit la
presque totalit¢ de la racine. La zone réagit par 1’augmentation de taille mais aussi par la
multiplication cellulaire activée par la libération de cytokinines bactériennes ; un méristeme

se forme ou différencie une excroissance appelée nodule (Dupuy et Nougier., 2005).

En cours de développement de nodule, les bactéries subissent des changements
morphologiques et physiologiques qui ménent a la formation des bactéroides (Fenton ., 1994).
Les Dbactéroides restent entourés d’une membrane, nommée membrane
péribactéroidienne. La différenciation en bactéroides est marquée par de nombreuses

modification metaboliques comprenant la synthese d’enzymes et d’autres facteur dont
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I’organisme a besoin pour accomplir sa tache principale: la fixation d’azote (Hopkins et al.,
2003).

La majorité de la population bactérienne se transforme en bactéroides de forme
branchée, sphérique ou en massue. Une membrane péribactéroidienne enveloppe ces
bactéroides (Perry et al., 2004). Le nombre de nodules et leur masse sont contrélés par la
plante en fonction des conditions environnementales et de son état physiologique (Duhoux et
al., 2004).

Leas cellules radicales
forment les nodules

- La bacténe se transforme
B © en bacticoide i 'intérienr .

. de la callule végétale © Formation du cordon dinfection
par laquel les thizobiums pénétrer

dans les cellules vegatales,

Figure 2 : formation d’un nodule (Tortora et al., 2003)

IV -La nodulation

En général, trois types de génes symbiotiques interviennent dans le processus de
nodulation et de fixation azotée chez la bactérie. 1l s'agit des genes nod incluent des génes
communs et des génes spécifiques de I'hdte a infecter (génes hsn) (Broughton et al., 2000 ;
Spaink., 2000) , des génes nif codant pour la nitrogénase et des génes fix indispensables pour

la fixation de l'azote.
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Chez la plupart des rhizobia (Rhizobium, Allorhizobium et Sinorhizobium etc.) ces
génes symbiotiques sont situés sur un grand plasmide symbiotique appelé pSym (Mercado-
Blanco et Toro, 1996 ; Noel., 2009).

IV-1-Les genes nod

Genes nécessaire a I’initiation et aux premieres étapes de la formation des nodistés.
Les genes nod ou géne de nodulation, au nombre de 20 a 30, sont localises sur des plasmides
bactériens géants. Certains sont responsables de la reconnaissance spécifique de 1’infection
racinaire et de la nodulation (Dupuy et Nougier., 2005).

Il est le premier géne nod transcrit. Sa transcription se fait de maniére constitutive
(Geurts et Bisseling, 2002)

Trois génes nod (nodA, nodB, nodC) sont des genes de nodulation communs a tous les
Rhizobiums; ils codent pour le squelette chimio-oligosaccharidique des facteurs Nod (Werner,
1992).

Une autre série de génes de spécificité d’hote.nod E, F, H, codent pour la décoration
(Hopkins, 2003).

IV-2 -Les genes nif

Les genes nif ou génes de la nitrogénase, également découverts sur les plasmides
bactériens, sont impliqués dans la synthese des constituants de la nitrogénase et dans la
fixation d’azote. Ils interviennent seulement apres la formation du nodule (Masson-Boivin et
al., 2009).

La synthese du complexe enzymatique la dinitrogénase est sous la dépendance d’une
série de géenes connus sous le terme de genes nif. Deux génes nif : nifD et nifK, codent
respectivement pour les deux sous-unités de la protéine MoFe, la protéine Fe et la ferrédoxine

sont codées respectivement par les génes nif H et nif F (Fisher., 1994; Newton., 2007)

IV -3-Les génes fix

Les génes fix plus qu’ils sont des génes essentiels a la fixation d’azote, ils sont
nécessaire aux €tapes plus tardives de la construction d’une nodosité capable de fixer d’azote
et ne sont présente que chez les fixatrice symbiotique (Broughton., 2000).
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Les produits des genes fix ABCX sont impliqués dans le transfert des électrons a la
nitrogénase chez les rhizobia. Ces produits sont des flavoprotéines, alors que les génes fix
N,O, Q, P codent pour le cytochrome oxydase, et fix G, H, I, S codent pour la pompe
cationique impliquée dans le processus d’oxydoréduction dans le complexe membranaire

(Masson-Boivin et al., 2009).

Ces genes auraient ensuite été transférés horizontalement entre différents groupes de
bactéries du sol, conférant a celles-ci I’aptitude a noduler les légumineuses (Dénarié., 2000).
Ce transfert latéral des génes de nodulations a contribué¢ a 1’évolution et a 1’étendue de la

capacité symbiotique (Moulin et al., 2004).

IV-4-Les genes de la plante hote

Ce sont des genes spécifiques qui codent pour les protéines de types nodulines dont les
unes participent a la formation des nodosités et les autres ne s’expriment qu’apres la
formation du nodule ; c’est le cas du gene de la leghémoglobine, ou encore des enzymes
intervenant dans la synthese des phytohormones et des acides aminés et des acides organiques
(Dupuy et Nougier., 2005). Ces nodulines sont codées par des genes nod localisés dans le
génome de la plante héte (Hopkins., 2003).

Les facteurs Nod secrétés par les bactéries a la suite d'une reconnaissance mutuelle des
flavones, induisent une voie de signalisation déclenchant différentes réponses sur la racine de
la plante hote, parmi lesquelles des oscillations périodiques de la concentration en calcium au

niveau des poils absorbants (Dénarié et al., 2004).
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I- Isolement des bactéries nodulants le Fenugrec (Trigonella gladiata Stev.)
commune d’El

Les nodules ont été prélevés a partir des racines de la plante Trigonella gladiata
’ Mahmel

la de Trachet

Stev.qui été située dans la région de I’Est algérien
L’échantillon situé dans région
(latitude35.15502°N et longitude 7.28839°E) wilaya de Khenchela
06 18
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Carte 1: Localisation géographique de la zone de prélevement

I-1-Collecte des nodules
La sélection et I’échantillonnage des nodules doit étre réalisé durant une période bien
précise, ou la plante est en pleine activité ; la récolte est effectuée au printemps durant le mois

de Mars quand la terre est séche, a cette période de 1’année les nodules sont bien développés

et sont visibles au niveau des racines
Somasegaran et Hoben (1994). 11 s’agit de creuser environ 15 cm autour de la plante et 20cm

La collecte est réalisée selon les techniques préconisées par Vincent (1970) et
dans le sol pour extraire la plante et son appareil racinaire. Manuellement, se debarrasser de la

terre au niveau des racines sans toutefois endommager les nodules
Placer délicatement la plante avec la partie racinaire dans un sachet en plastique pour

le transporté

Au laboratoire, les racines sont délicatement lavées a ’eau, les nodules doivent étre
) , )
chances d’obtenir des cultures viables de bactéries. Rincer les nodules, puis les sécher avec du

détachés a 1 ou 2 mm du site d’attache, ce qui maintient les nodules intacts et améliore les

papier absorbant avant leur conservation
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I-2 -Conservation des nodules
Pour une courte conservation et une utilisation immeédiate,Les nodules frais sont mis

dans le réfrigérateur a 4°C jusqu’a 48h (ne jamais les congeler afin d’éviter la destruction des
nodules par les cristaux de glace).Pour une longue conservation allant de 6 a 12 mois, il est
recommandé d’utiliser un dessiccateur qui est le chlorure de Calcium (CaCl, absorbe
I’humidité et empéche la croissance des champignons et des autres bactéries) (Vincent.,
1970).Qui consiste a remplir la moitié des flacons en verre par du CaCl,. Ensuite mettre une
quantité de coton sur lequel sont déposés les nodules. Sur chaque flacon sont mentionnées les
informations suivantes :

- le nom latin de la plante (genre et espece).

-la date et le lieu de collecte.

-La date de conservation.

Les flacons sont mis immédiatement au refrigérateur a 4°C.

Bouchon

— Nodules

Coton

CaCl,

Figure 3 : Conservation des nodules (Vincent, 1970).

I-3-Isolement des souches a partir des nodules

Les différentes étapes d’isolement des Rhizobium sont celles décrites par Vincent
(1970), Somasegaran et Hoben (1994). Dans les nodules fraichement lavés sont utilisés
directement, alors que celles conservés par dessiccation sont réhydratées en les placant dans

de I’eau pendant 24heurs au réfrigérateur a 4°C, puis pendant 1h a température ambiante.

22



Matériels et méthodes

1-3-1-Stérilisation des nodules

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

- Les nodules intact sont immergés dans 1’éthanol 95° pendant 5 a 10 secondes, puis
avec de I’hypochlorite de sodium 3% (NaClO 3%) pendant 3minutes.

-En suite les nodules sont rincés 10 fois par de I’eau distillée stérile (Vincent, 1970).

Cette sterilisation superficielle des nodules a pour but de limiter la contamination des
milieux de culture par d’autres microorganismes externes ou liés intimement aux tissus

superficiels de ces nodules

| -3-2 Test de stérilité
Prendre le nodule stérile et I’ensemencer en le faisant passer sur le milieu YMA+
Rouge Congo, puis I’incuber a 28°C pendant 48h a 72h, et cela pour vérifier ’efficacité de la

technique de stérilisation utilisée et la stérilité externe des nodules.

I-3-3-Ecrasement des nodules

Les nodules stériles sont déposés individuellement dans une goutte d’eau distillée
stérile dans une boite de Pétri.

Ensuite les nodules sont écrasés avec une pince stérilisée par immersion dans 1’éthanol

et flambage au bec Bunsen.

I-3-4-1solement des souches

L’isolement est réalisé selon la méthode de Vincent, J.M. (1970), dans des conditions

d’asepsie totale (hotte a flux laminaire, pince flambée ...).

Apres ’écrasement et 1’obtention d’un jus trouble. A I’aide d’une anse de platine, le
jus de nodule est étalé sur boite de Pétri contenant un milieu spécifique, le milieu YMA
(Vincent, 1970) additionné de rouge Congo (Annexe 1).L’ensemencement est réalisé
selon la technique des quatre cadrans avec flambage de 1’anse de platine aprés chaque

ensemencement, de maniere a avoir des colonies isolées et donc faciles a caractériser.
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Les mémes nodules sont ensemencés sur une boite de milieu Glucose Peptone
Agar additionné de pourpre de bromocresol (GPA au BCP) (Annexe 1). Les boites sont
incubées trois jours a 28°C.

Toute cette manipulation doit étre effectuée sous des conditions microbiologiquement

contr6lé, sur des milieux stériles a proximité du bec Bunsen, sous une hotte a flux laminaire.

Inocultum

Les colonies seront tsolées
daws ce quadrant

—1

“.é;
i -
-

= IS
ROUL
F
faire des stnes
{rés serrées dans

1

[l

|

|

i
+
les quacrants 1Tt 2

| S

.’i‘: t O
faire des stnes
trés serrées dans

jes quadrants 2t 3

‘L \{

|

|

faire ges stnes
frés serées dans

les quadrants ot 4

Figure4 : Ensemencement par la technique des quatre cadrans (Vincent, 1970)
I1- Caracteres culturaux

I1-1- Principaux milieux de culture utilisés

Plusieurs milieux sont utilisés pour cette premiere étape de la partie expérimentale
dont la composition est exprimée en gramme par litre d’eau distillée. (Annex1).

Les milieux de culture doivent contenir les sources d’énergie nécessaire a la

- Milieu liquide: YMB (Yeast Mannitol Broth)

croissance des bactéries, pour cela nous avons préparé les milieux spécifiques suivants:
- Milieux solides: YMA (Yeast Mannitol Agar)

YMA + RC (Yeast Mannitol Agar + Rouge Congo)
YMA + BTB (Yeast Mannitol Agar + Bromothymol Blue)

GPA + BCP (Glucose Peptone Agar +Bromocrésol Pourpre)
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I1-2-Purification des isolats

Aprés identification des isolats selon les caractéres morphologiques par culture sur les
différents milieux (Vincent., 1970 ; Somasegaran et Hoben., 1994) des repiquages réguliers
jusqu’a I’obtention des isolats homogénes sont nécessaires pour leur purification.

La méthode consiste a ensemencer des tubes contenant I’YMB (Annexe 1) puis
incubées a 28°C. Le bouillant étant trouble, I’ensemencement se fait sur le milieu YMA+RC

et GPA+BCP.

11-3 -Vitesse de croissance

Les bactéries nodulants les Iégumineuses, 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, ...). Pour cela on
cultive nos isolats et la souche de référence sur milieu YMA + bleu de bromothymol (Annexe
1).L’aptitude a modifier le pH en 24h distingue les bactéries a croissance rapide de celles a

croissance lente dont ’acidification du milieu est tardive (aprés 5 a 6 jours).

I1-4-Examens microscopiques et macroscopiques
I1-4-1- Examens microscopiques

Dans notre étude, on a effectué¢ la coloration de Gram. Cette technique est I’une des
méthodes de coloration les plus utilisées, car elle permet de diviser les bactéries en deux

groupe Gram positif et Gram négatif (Tortora., 2003). (Annexe 2)

11-4-2 Teste de mobilité :
Par une anse de platine contient une suspension bactérienne de 24 heures faire une
piqlre centrale dans un tube de milieu Mannitol mobilité. Incubé a 28°C pendant 72 heures et

observé.

I1-5-Conservation des isolats

Aprés la vérification de leur pureté, les souches utilisées dans notre étude sont
ensemencés sur des tubes incliné et boites de Pétri contenant le milieu YMA (Annexel)
additionné de CaCOs (2g/l) comme agent neutralisant de 1’acidité, incubé a 28°C pendant 3
jours.

Apres incubation, les tubes et les boites sont conservés a 4°C. Cette méthode permet
une conservation des souches pendant 6 a 12 mois (Vincent., 1970).
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Tableau 2: souches utilisées dans cette étude

Matériels et méthodes

Code des Souches Plante-hote Origine Source
souche géographique
N1C1 Isolat Trigonella Khenchela Notre étude
Algérie
N1C2 Isolat Trigonella Khenchela Notre étude
Algérie
N2C3 Isolat Trigonella Khenchela Notre étude
Algérie
N3C4 Isolat Trigonella Khenchela Notre étude
Algérie
N4C5 Isolat Trigonella Khenchela Notre étude
Algérie
N4C6 Isolat Trigonella Khenchela | Notre étude
Algérie
N4C7 Isolat Trigonella Khenchela | Notre étude
Algérie
RO8 Rhizobium Rhizobium Eltarf Mellal
nepotum Algérie Hanene

I11- Caracteérisation phénotypique des isolats

I11-1-Tests nutritionnels
I11-1-1-Utilisation de la source de carbone

Les besoins nutritionnels sont évalués en cultivant les souches sur le milieu YMA ou
le mannitol est remplacé par 1'un des sucres suivants : Xylose, Arabinose, Galactose,
Saccharose, Glucose, Sorbitol, Lactose, Maltose. Et réduire la quantité de 1’extrait de levure a

0.05g/I. Incubés a 28°C pendant 48 heures.

26



Matériels et méthodes

I11-1-2- Utilisation de la source d’azote

Pour la source d’azote, les souches sont cultivées sur le milieu défini 8 (Vincent.,
1970).ou le glutamate de sodium est remplacé par différents acides aminés suivants: Leucine,
proline, Thréonine, Lysine, Glycine, Histidine, Asparagine, Glutamate, Tryptophane. Incubés
a 28 °C pendant 48 heures.

I11-2-Tests biochimique
I11-2-1-Réduction des nitrates

Les souches sont cultivées sur le bouillon TY (Beringer., 1974) (Annexl)
contenant 0.1% de KNOs (p/v), et incubés pendant 4 jours a 28°C.

Apres la période d’incubation, 3 a 4 gouttes des réactifs I et Il du nitrate
réductase ont été ajouté au milieu.

L’apparition d’une coloration rouge ou rose indique que les nitrates sont
réduits en nitrites (nitrate réductase+.)

Un résultat négatif nécessite 1’addition d’une pincée de poudre de zinc et
observer apres quelques minutes la teinte obtenue. (La couleur rouge signifie la non
réduction des nitrates, alors que un milieu incolore indique que le stade nitrate est

dépassé, donc la souche a le nitrate réductase).

I11-2-2-Hydrolyse de ’urée

L’urée est un composé organique considéré comme une source unique de 1’azote aux
bactéries possedant une uréase. En présence de cette enzyme les bacteries uréolytiques
peuvent décomposer I'urée en ammonium qui conduit a une alcalinisation du milieu de
culture (Delarass., 2007 ; lanotte et al., 2007). Pour mettre en évidence la présence d’une
uréase, les isolats et souches témoins sont cultivées sur le milieu YMA contenant 2% (p/v)
d’urée et 0,012 g de rouge de phénol comme indicateur de pH a 30°C pendant 48 heures. La
solution d’urée est stérilisée par filtration (filtre 0,20um) et rajoutée au milieu stérile maintenu
a 45°C. La réaction positive est indiquée par la présence de colonies alcalinisant ou acidifiant

le milieu.
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111-2-3-Activité cellulolytique

L’enzyme carboxy-méthyl-cellulase appelée aussi p-1,4-D-glucanase ou CMCase
c’est une enzyme qui joue un rdle dans la nodulation et la phase initial du processus
d’infection (Bhat et Bhat, 1997 ; Hu et al., 2009) .Les souches sont mises en culture sur
milieu YMA contenant 0.25% de CMC (Carboxy Méthyl Cellulose) pendant 5jours. Apres
incubation a 28°C, les boites sont rincées délicatement a I’eau courante puis remplies d’une
solution de rouge Congo (1mg/ml) et incubées pendant 30 mn a 28°C. La solution de rouge
Congo est remplacée par une solution de NaCl 1 M ; les boites sont laissees 30mn a
température ambiante puis vidées. Un halo jaune orangé entoure les colonies qui montrent une

présence de I’enzyme.

111-2-4-Activité pectinolytique (Struffi., et al 1998)

Les souches bactérienne sont cultivées sur milieu YMA ou le mannitol est remplacé
par I’Inositol 0,1% et additionné de 0,2% de pectine, puis sont incubées a 28°C pendant 7
jours.

Apres incubation, les boites sont rincées délicatement avec I’eau courante puis
inondées avec une solution de rouge de ruthénium 0,05 % pendant 30mn.

Un halo décoloré autour des colonies indique une activité polygalacturonasique.

I11-2-5-Recherche de ’oxydase
L’activité oxydase a ét¢ déterminée par la méthode des disques d’oxydases. A 1’aide
d’une pipette pasteur boutonnée on dépose une colonie sur le disque. La réaction positive est

révélée par I’apparition d’une tache violette.

I11-2-6-Recherche de la catalase
La catalase est une enzyme catalysant la dismutation de 1’eau oxygénée (peroxyde
d’hydrogéne), selon la réaction suivante:
2H,O0, ——8©,.2H0
Elle est mise en évidence par contact de la culture bactérienne avec une solution d’eau
oxygeénée.
Pour chaque souche une goutte d’eau oxygénée est place sur une lame stérile sur

laguelle quelques colonies sont réparties.
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Un dégagement gazeux sous forme de mousse ou de bulles d’air traduit la

décomposition de I’eau oxygénée sous 1’action de catalase (Joffin J.N., et Leyral G., 2006).

I11-3-Tests physiologiques
I11-3-1-Tolérance au NacCl

Pour tester la tolérance de nos isolats et la souche de réference, nous avons inoculé le
bouillon TY avec différentes concentrations de NaCl (1%, 2%, 3%, 5%, 10%) (p/v).
(85.5mM, 171mM, 342mM, 513mM, 1710mM).

Incubés a 28°C puis on mesurer la DO a 600nm (aprés 24h et apres 48h).

111-3-2-Effet de la température

Dans le but d’estimer les températures maximales et optimales de croissance, les
souches sont mis en culture sur milieu YMA et incubés a différentes températures : 4°C,
20°C ,28°C, 30°C, 37°C, 45°C.

111-3-3-Effet du pH

On va ensemencer des bouillons YMB ajustés a des différents pH (3,4.5, 6.8, 8, 9, 10),
Incubés & 28°C puis on mesurer la DO & 600nm (aprés 24h et apres 48h).
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Résultats et discussion

| -Test de sterilité
Ce test permet de vérifier I’efficacité de la technique utilisée pour la stérilisation des

nodules, et ceci se manifestera par ’absence de croissance des bactéries sur le milieu

YMA+RC (Figure 5).

Figure 5 : Test de stérilisation

Il -Caractéres culturaux
Il -1-Croissance sur milieu YMA+rouge Congo

Sur le milieu YMA+RC, les isolats n’absorbent pas le rouge de Congo et restent ainsi
blanches rarement roses (Figure 6), ces résultats ont été observés chez la majorité des
Rhizobia étudier par Vincent (1970) et Jordan (1984)

La plupart des rhizobia n’absorbe pas ou trés peu le colorant de rouge Congo sur le
milieu YMA ce qui permet de distinguer les especes contaminantes colorées en rouge

(Sadowsky et al. 1983; Somasegaran et Hoben 1985).

Figure 6: croissance de I’isolat sur le milieu YMA+RC
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Il -2- Croissance sur le milieu GPA +BCP

Aprées 72h d’incubation, sur le milieu GPA on a observer chez I’isolat NIC1 un virage
de couleur vers le jaune indique une acidification (Figure 7a), alors que les autres
isolats n’ont montré aucune croissance et sans changement de couleur (généralement ce

milieu est utilisé pour le contrdle de la pureté des isolats) (Figure 7b)
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Figure 7a: Acidification de milieu GPA+BCP Figure 7b: absence de croissance sur le GPA+BCP

Il -3- Croissance sur le milieu YMA

Au bout de 48-72h d’incubation a 28°C sur le milieu YMA, la croissance donne des
colonies circulaires, bombées avec un diametre de 2 a 4 mm, de couleur blanchatre a creme ,
lisse , brillante avec une texture translucide homogéne (Figure 8).

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

la description des rhizobia par Jordan (1984).

Figure 8: croissances des isolats sur milieu YMA

11-4- La vitesse de croissance

Le bleu de bromothymol est un indicateur coloré qui permet de mettre en évidence une

réaction acide ou basique dans une gamme de pH qui s’étend de 6 a 7,6. Une réaction acide se

31



Résultats et discussion

traduit par le changement de la coloration du BTB vers le jaune. Par contre une réaction
alcaline se traduit par le renforcement de la coloration bleu (EI Hilali., 2006).

Aprés 24h d’incubation, Tous nos isolats modifient partiellement le pH sur le milieu
YMA+BTB, mais aprés 48h les souches acidifient totalement le milieu dans les boites (virage
au jaune) (Figure 9).

La couleur jaune reflétant la croissance rapide des souches est pour certains auteurs
(El-Hillali., 2006) obtenue au bout de 24h, pour d’autres (Pinto et al., 2007) au bout de 3 a5
jours, ce qui confirme la croissance rapide de nos isolats.

Figure 9: Acidification du milieu YMA+BTB

I11 - Caractéres microscopique et macroscopique

I11- 1-Caractéres microscopique

L’observation microscopique de coloration de Gram a révéler que 1’ensemble des
isolats testés sont des bacilles courts bien isolés de couleur rose, a Gram négatif (Figure 10).

Les rhizobia sont des bactéries du sol, bacilles Gram négatives, strictement aérobies et
non sporulant, possédant une forme de batonnets (Jordan 1884)

Figure 10:Observation microscopique d’un isolat (objectif x 100) aprés coloration de Gram
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111 -2-Teste de Mobilité

Aprés incubation tous les isolats donnent un résultat positif (Mannitol+), confirme que
les souches isolées sont mobiles (présence d’un voile) et capables de fermenter le mannitol
rendent le pH acid (acidification du milieu et production importante du gaz apparait) (Figure
11).

Les rhizobia ne forment pas d’endospores, mobiles par des flagelles polaires ou
péritriches (4 & 6), aérobies, chimioorganotrophes, ils deviennent pléomorphes dans des
conditions adverses (Presoott et al., 2007).

Figure 11: Résultat de Mannitol mobilité

Les résultats trouvés selon 1’étude des caractéristiques morphologiques, culturales et
microscopiques sont en concordance avec ceux observés par Vincent (1970), Jordan (1984),
Rodriguez et al., (1987) ; Beck et al., (1993) ; Somasegaran et Hoben (1994). Chez les
rhizobia.

IV - Caractérisation phénotypique des bactéries

1V -1-Teste nutritionnels
1V -1-1-Utilisation des sucres comme source de carbone

Les résultats obtenus montrent que les souches utilisent tous les sucres testés comme
seul source de carbone mais avec une différenciation entre I’un et I’autre.

En présence de 1I’'un des sucres suivante : Saccharose, Mannitol, Maltose, et Sorbitol,
les isolats ont eu une trés bonne croissance par contre il y a des sucres moins assimiler par les

souches comme le Lactose, le Glucose et le Galactose.
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La majorité des souches ne pousse pas en présence de : Xylose sauf la souche de
référence RO8 et 1’Arabinose sauf les souches N2C3, N3C4 et souche de référence RO8
(Tableau 3).

Kumari et al., (2008) montrent que parmi les 20 carbohydrates testés, les

monosaccharides (glucose, galactose, arabinose, fructose, raffinose et xylose) donnent une

bonne croissance, suivie par le mannitol, les disaccharides (lactose, maltose, saccharose) et les

polysaccharides (cellulose).

Cigdem et al., (2006) montrent que les rhizobia isolés a partir des nodules de

Phaseolus vulgaris sont capable de croitre en présence du glucose, galactose, mannitol,

sucrose, succinate, rhamnose et mannose.

Tableau 3: Croissance des isolats en présence de différents sucres

Arabinose | Maltose | Xylose | Glucose | Galactose | Saccharose | Lactose | Sorbitol | Mannitol
NiC1 - +++ - ++ ++ +++ ++ +++ +++
N1C2 - +++ - ++ ++ +++ ++ +++ +++
N2C3 + +++ - ++ ++ +++ ++ +++ +++
N3C4 + +++ - ++ ++ +++ ++ +4++ +++
N4C5 - +++ - ++ ++ +++ ++ +++ +++
N4C6 - +++ - ++ ++ +++ ++ +++ +++
N4C7 - +++ - ++ + +++ ++ +++ +++
RO8 + +++ +++ +++ + + +++ +++ +++

(+++):Tres bonne croissance (++):Bonne croissance (+):croissance moyenne (z):Faible croissance

(-):pas de croissance
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Saccharose

P

Figure 12: Croissance des isolats en présence de quelques sucres

1V -1-2-Utilisation des acides aminés comme source d’azote

La croissance des isolats et souche de référence sur le milieu YMA est variable selon

la source d’azote et I’acide aminé additionné. (Tableau 4)

Les souches peuvent pousser en présence de la plupart des acides aminés comme
source d’azote.

Toutes les souches assimilent beaucoup mieux I’histidine, le proline, le glutamate,
I’aspargine et la leucine que le reste des aminoacides. Ces acides aminés sont classés
biochimiquement parmi les acides aminés essentiels.

Ces résultats sont en concordance avec ceux de Squatrini et al., (2002) dans la
description des Rhizobuim sullae que le glutamate, la valine, la proline, 1’isoleusine,

I‘argenine et I’aspargine sont tous utilises comme source d’azote.

le mécanisme d’adaptation des rhizobiums aux stress abiotiques résulte soit de
I’absorption des osmoprotecteurs (glycine, bétaine, proline, glutamate ...) a partir du milieu

environment, soit a la stimulation de la biosynthése de ces composés (Vriezen et al., 2007).
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Tableau 4: Croissance des isolats en présence de différents acides aminés

Glutamate | Proline | Tryptophane | Thréonine | Leucine | Lysine | Glycine | Aspargine | Histidine
N1C1 +++ +++ ++ ++ +++ + +++ +++ +++
N1C2 +++ +++ + +++ ++ +++ + +++ +++
N2C3 +++ +++ + + +++ + + +++ +++
N3C4 +++ +++ + +++ +++ +++ + +++ +++
N4C5 +++ +++ + ++ +++ + + +++ +++
N4C6 +++ +++ + ++ +++ ++ + +++ +++
N4C7 +++ +++ ++ +++ +++ ++ +++ +++ +++
RO8 +++ +++ +++ +++ ++ + + ++ +++

(+++):Tres bonne croissance

(++):Bonne croissance (+):croissance moyenne () : Faible croissance

Figure 13 : Croissance des isolats en présence de quelques acides amineés

Tryptophane

Thréonine

IV -2- Tests biochimiques

1V -2-1-Réduction des nitrates

Aprées 1’addition des réactif nitrate I et II a la culture bactérienne, les souches N3C4et

N4C7donnent une couleur rouge ce qui signifie qu’elles possédent une enzyme nitrate

réductase qui décompose les nitrates en nitrites, par contre les souches N1C1, N1C2 N2C3,

N4C5, N4C6 donnent une réaction négative, mais apres ’addition de la poudre de zinc

apparait incolore (milieu incolore indique que le stade nitrate est dépassé, donc la souche a le

nitrate réductase) (Figure 14).
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Ces résultats montrent que tous nos souches testées réduisent les nitrates en nitrites,

suite a une activité de I’enzyme nitrate-réductase qui catalyse la réaction suivante:

Nitrate réductase Dénitrification
NO3- > NOZ- > N2

Nitrate Nitrite Diazote
La nitrate-réductase réduit les nitrates jusqu’au stade nitrites selon :

NO3 + 2H*+2¢” e NO; + H>»

La nitrate-réductase réduit les nitrates jusqu’au stade diazote (gazeux) selon :

NO3 +6H*+5¢ E—— N2 +3H20

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

Lucinski et al., (2002) montrent que la présence du nitrate inhibe ’activité de la
nitrogénase dans les nodules des plantes 1égumineuses et que 1’activité de la nitrate réductase
a été observée dans plusieurs associations symbiotiques entre les Iégumineuses et les Rhizobia
dont 97% de cette enzyme est localisée dans les bactéroides.

La réduction des nitrates ou des nitrites constitue 1'un des caractéres taxonomiques

importants (Joffin et Leyval., 2006).

Figurel4 : réduction de nitrate positif (+)

IV -2-2-Hydrolyse de I’urée

Toutes les souches ont une activité uréasique positive et alcalinisent le milieu en
observant un virage de la couleur de I’indicateur de pH du rouge vers le rose apres 48h
d’incubation (Figure 15), ceci indique la dégradation de 1’urée et la libération des ions
d’ammonium comme dans 1’équation suivante (Guiraud., 1998) :

CO (NH2)2 +H20 » CO2+2NH3
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Les microorganismes possedent une uréase tres active transforme 1’urée en ammoniac
et en carbonate d’ammonium, ¢’est une transformation trés importante dans le monde agricole
(Mobely., 1992 et Guiraud., 1998).

L’activit¢ de 1’uréase est largement distribuée dans le sol et I’environnement
aquatique, ou elle joue un role essentiel dans le métabolisme d’azote des plantes, algues,

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

Figure 15 : uréase positif

IV -2-3-Activité cellulosique

Ce test permet de mettre en évidence la capacité des bactéries a décomposer la
Cellulose, ’apparition d’un halo jaune orange autour des colonies indique la présence D’une
endoglucanase (cellulase) Tous nos isolats ont montré une activité cellulolytique (Figurel6).

Les résultats obtenus pour cette étude sont en concordance avec ceux de Baumberger
et al., (2002) ont confirmé que I’activité de la cellulase est trouvées chez plusieurs espéces
rhizobiales : Sinorhizobium meliloti, Mesorhizobium loti, B.japonicum, et les différentes
souches du R. Leguminosarum.

Deux iso-enzymes CMCase de structure et de poids moléculaire différents sont
déterminés par Hu et Lin (2003) produits par la souche Sinorhizobium fredii CCRC 15769.

Le Rhizobium produisent I’enzyme cellulase qui dégrade les ponts glucidique de la
paroi cellulaire des cellules végétales, ce qui facilité la pénétration des rhizobia a travers les

microfibres de la membrane cellulaire (Mateos et al., 1992.)
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Figure 16:Test de cellulase positif

IV -2-4-Activité pectinolytique

Aprées I’addition du rouge de ruthénium et le ringage avec de I’eau un halo clair est
observé autour des colonies indiquant une activité pectinolytique pour toutes les souches
(Figurel?).

Rathore et al., (2009) déclares que les bactéries isolées a partir des nodules des plantes
Iégumineuses Puraria tuberosa et Mucuna pruriens possedent une activité pectinasique.

Un évenement central dans le processus infectieux de la symbiose Rhizobium-—
légumineuse est la modification de la paroi cellulaire de la cellule-héte formant une porte
d'entrée assez large pour la pénétration bactérienne (Mateos et al., 2001 et Baumberger et al.,
2002).

Struffi et al., (1998) ont prouvé la production des deux enzymes : endoglucanase et
polygalactoranase, dégradant les ponts glucidiques de la paroi cellulaire par les espéces du

Rhizobium sullae.

Figure 17: Test de Pectinase positif
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IV -2-5-Recherche d’oxydase et de la catalase

Tous nos isolats étudiés sont oxydase et catalase positifs a I'exception de la souche de
référence qui a un catalase négatif. (Tableau 5)
Le Rhizobium posséde un systéme respiratoire, ou l'oxygene est I’accepteur terminal

des électrons dans les conditions d'aérobie (Werner., 1992 et Benguedouar., 2000).

Tableau 5 : résultats de test d’oxydase et la catalase

Les souches Oxydase catalase
N1C1l + +
N1C2 + +
N2C3 + +
N3C4 + +
N4C5 + +
N4C6 + +
N4C7 + +

R08 + -

(+) Résultat positif (-) Résultat négatif

IV -3-Tests physiologiques
IV -3-1-Tolérance au Chlorure de sodium

Il existe une tres grande variabilité dans la tolérance des souches aux différentes
concentrations de NaCl testées. (Figure 18)

Toutes les souches tolérent des concentrations de NaCl de 1% jusqu’a 3% avec un
optimum de croissance de 2% noté chez les souches N1C1, N4C6, N4C7 et souche de
référence R0O8 et optimum de croissance 3% noté chez les souches N1C2, N4C6, alors que la
croissance s’est révélée variable a partir de concentration 5%. La majorité des souches
peuvent tolérer une concentration 10% de NaCl, cependant, sont inhibée a des
concentrations élevé a cela.

Les résultats obtenus sont comparables a celles trouvés par Struffi et al., 1998.En
marque qu'une variation dans la tolérance des sels, au paravant été trouvée chez la pluparts
des souches de Rhizobium (Raza et al., 2001).

Raza et al. (2001) ont trouvé que toutes les souches de Rhizobium isolées a partir de
lupin (Lupinusalbus) de I’Egypte sont capables de résister jusqu’a 5% de NaCl (50g/L,
0,85M) tandis que ces mémes souches ne poussent pas a 8% (80g/L, 1,36M).

En général, Les effets du NaCl semblent étre un bon indicateur de réponse des

rhizobiums aux différents conditions de salinité (Diez et al., 2009).
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La symbiose Iégumineuses- Rhizobium et la formation des nodules sur les racines des
plantes légumineuses sont plus sensibles au sel et au stress osmotique que leur rhizobia
(Zahran., 1999).

La salinité inhibe la fixation symbiotique de I’azote en augmentant la résistance a la
diffusion de I’oxygene dans les nodosités ayant pour conséquence une inhibition de 1’activité

de la nitrogénase (Saadallah et al., 2001).

Beaucoup d’espéces bactériennes ainsi que les rhizobia s’adaptent aux conditions
salines par I’accumulation intracellulaire des corps organiques de faible poids moléculaire

appelés les osmolytes (Zahran., 1999).

Thami-Alami et al., (2010) montrent que les rhizobia a croissance rapide, sont plus

tolérantes a la salinité que celles a croissance lente.

——N1C1 -=-N1C2 N2C3 =< N3C4 —+N4C5 N4C6 ——N4C7 —R08
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Figure 18a:Tolérance au Nacl des isolats et souche de reférence
apres 24 heures
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—+—N1C1 - N1C2 —4—N2C3 =< N3C4 —N4C5 —#—N4C6 —— N4C7 — R08
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Figure 18b :Tolérance au Nacl des isolats et souche de
reféerenceapres48 heures

IV -3-2-Effet du pH sur la croissance des isolats

La mesure de la DO de la croissance des souches ensemencés sur le milieu YMB
ajusté a différents pH a été effectuée apres 24h et 48h d’incubation. (Figure 19)

Les résultats obtenus montrent que la majorité des souches testées sont capable de
pousser entre pH 4.5 a pH 10 avec un optimum de croissance a pH 8 sauf la souche de
référence RO8.

Ces résultats sont en concordance avec ceux enregistrés par Maatallah et al., (2002)
qui ont détecte la croissance de leurs isolats a des valeurs de pH comprises entre pH 4.0 et pH
supérieur a 7.5. Ainsi Raza et al., (2001) ont trouvé que les isolats étudiés sont tolérants aux
variations du pH (de 4 a 10).

Chen et al., (1993)ont étudient la tolérance du Rhizobium IéguminosarumANU1173au
pH acide et ils ont trouvent que cette souche a pu pousser sur un pH de 4,5.

Maria José et al.,(2004) ont trouvé que le Sinorhizobium meliloti et Rhizobium sp.
Sont capables de noduler /’Alfalfa a un pH de5,6. Alors que I’é¢tude de cinq souches de
Rhizobium sp. de la région de Tlemcen, Lakhal et al., (2008)ont remarqué que les cing
souches poussent a pH 9.
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——N1C1 -=-N1C2 N2C3 =< N3C4 — N4C5 N4C6 ——N4C7 — R08
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Figure 19a:Tolérance au pH des isolats et souche de
référence apres 24 heures

——N1C1 -=-N1C2 N32C3 =< N3C4 —N4C5 N4C6 ——N4C7 —R08
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Figure 19b:Tolérance au pH des isolats et souche de
référence apreés 48 heures
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IV -3-3-Température de croissance

La capacité des souches isolées de T. gladiata a croitre a différentes températures a été

déterminée dans un intervalle allant de 4°C a 45°C.

Toutes les souches testées y compris la souche de référence montrent une croissance
entre 4°C jusqu’a 45°C avec un optimum de croissance de 28°C a 37°C, Sauf quelques

souches (N1C2, N4C5, N4C6, N4C7) qui continuent de croitre méme a 45°C. (Tableau 6).

Ces résultats en concordance avec celui El-Hilali (2006) a montré que la plupart des
souches isolées des plantes de lupin peuvent croitre a 4°C. Alors que Maatallah et al., (2001)
confirment que cinquante-six souches de Rhizobium nodulant deux cultivars de pois chiche

(Cicerarientinum L.) poussent optimalement entre 30 a 35°C .

Pour la thermo-tolérance, elle est trés variable parmi les espéces et les souches de
rhizobia (Sebbane et al., 2004). Abdelgadir et Alexander (1997) ont montre que le Rhizobium
leguminosarum Biovar phaseoli peut survivre a 45°C. alors que beaucoup de Rhizobia de la
plante Prosopis cineraria tolérent des températures allant jusqu'a 55°C, et par exception

d’autres isolats vivent dans une température de 65°C (Mahobia et al., 2002).

Les souches qui résistent aux températures treés €¢levées n’ont pas une bonne capacité
pour la fixation de 1’azote atmosphérique, cette thermorésistante est probablement liée a la

capacité des bactéries a survivre dans des périodes chaudes (Rézénen, 2002).

Pour les rhizobia, la température affecte 1’étape initiale de la nodulation ; Ia
différenciation des bactéroides ; la structure et le fonctionnement des nodules (Zahran
2001;Priefer et al., 2001 ; Cacciari et al., 2003 ; Asadi Rahmani et al., 2009 ; Thami-Alami et
al., 2010).

Vriezen et al., (2007) rapportent une relation de la pression osmotique, la température

et I'oxygene a la résistance des souches de Rhizobium a l'aridité, ce qui donne I'opportunité
aux chercheurs de collectionner des souches résistantes au stress hydrique.
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Tableau 6 : Croissance des isolats a différentes températures

Résultats et discussion

4°C 20°C 28°C 30°C 37°C 45°C
N1C1 * (7jours) | ++ (3jours) | ++ (48h) ++ (48h) | ++ (48h) -
N1C2 + (4jours) | ++ (3jours) | ++ (48h) ++ (48h) ++ (48h) * (7jours)
N2C3 + (4jours) | ++ (4jours) | ++ (48h) ++ (48h) ++ (48h) -
N3C4 - ++ (4jours) | ++ (48h) | ++(48h) | ++(48h) |-
N4C5 - ++ (4jours) | ++ (48h) ++ (48h) ++ (48h) * (7jours)
N4C6 + (7jours) | ++ (4jours) | ++ (48h) ++ (48h) ++ 48h) + (7jours)
N4C7 * (7jours) | ++ (3jours) | ++ (48h) ++ (48h) ++ (48h) + (7jours)
RO8 + (7jours) | ++ (3jours) | ++ (48h) ++ (48h) ++ (7jours) | + (7jours)

(++):Bonne croissance (+):croissance moyenne (x):Faible croissance (-):pas de croissance
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Conclusion

Le développement de nouveaux systéemes de production agricole qui renforcent
I’utilisation des ressources naturelles écologiquement non polluantes et qui permettent de
réduire ’'usage d’engrais notamment riches en azote, a permis de concentrer 1’attention sur le
role potentiel de la fixation biologique de I’azote. En effet, la reconnaissance de 1’importance
de la symbiose Rhizobia —légumineuse a joué un role considérable dans 1’accroissement du
rendement des légumineuses cultivées, dans I’amélioration de la fertilité du sol et dans la

réhabilitation des sols appauvris.

L’objectif principal de ce travail est une analyse phénotypique des isolats nodulants
Trigonella gladiata Stev. récoltées de I’Est algérien (Khenchela), tout en suivant une démarche
classique, celle appliquée par Vincent (1970, 1982), Somasegaran et Hoben (1994), Jordan
(1984).

Cette recherche a permis de déceler d’une part les différentes caractéristiques d’intérét

fonctionnel des souches et leur diversité.

Les études phénotypiques, notamment la morphologie des colonies sur YMA, la
vitesse de croissance, culture des souches sur milieux spécifiques, la présence d’enzymes
spécifique au processus de nodulation, ....nous font croire que les isolats correspondent a une
description du genre Rhizobium. A la lumiere des résultats obtenus, les souches isolées de la
Iégumineuse Trigonella gladiata Stev.ont le méme aspect morphologique que la souche de

référence Rhizobium nepotum.

En effet nos isolats montrent qu’ils ont une croissance rapide sur le milieu BTB et
n’absorbent pas le Rouge Congo. L’examen microscopique montre des batonnets a Gram

négatif, mobiles sur le milieu du Mannitol mobilite.
La disponibilité des enzymes nécessaires dans le processus de nodulation et a

I'nydrolyse des constituants de la paroi végétale est révélés (péctinase, cellulase), aussi les

enzymes du métabolisme azoté (uréase, nitrate-réductase).
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Conclusion

Toutes les souches y compris celle de référence sont douées d'une activité uréasique,

polygalacturonique, cellulosique.

Le test nutritionnel dévoile que les isolats et la souche de référence ont tendance a

utiliser une large gamme de carbohydrates comme source de carbone.

Nous avons évalué la tolérance de toutes les souches vis-a-vis des principaux facteurs
de stress, en 1’occurrence la salinité, le pH et les températures extrémes. Une trés importante

osmotolérance est révélée pouvant aller jusqu’a 1710mM (10%) d’ NaCl.

Les souches sont capables également de pousser sur une large gamme de pH allant de

’acidité pH 3 jusqu’a I’alcalinité pH 10.

Quant a la température, les souches peuvent croitre dans les milieux froids 4°C, que
dans les milieux chaux 45°C, avec une température optimale de croissance entre 28°C et
37°C.

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

ultérieurs. Qui on peut noter :

- Dexploitation de la grande tolérance des souches aux différents stress
environnementaux et de leur potentiel fixateur d’azote par leur utilisation dans des essais

d’inoculation sous serre puis au champ.
- Une étude plus approfondie basé sur les méthodes moléculaires et nécessaire pour

I’identification de nos isolats et pourra préciser si ces souches constituent une nouvelle espece

parmi les rhizobia ou parmi un tout autre genre des protéobactéries.
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Annexe 1

Milieux de culture et solutions utilisées

Composition de milieu YMB (Yeast Mannitol Broth) en g/l (Vincent., 1970)

Mannitol 10.00

K2HPO4 0.50

NaCl 0.10

MgSO04 7(H:0) 0.20

Extrait de Iévure 0.50

Eau distillée 1000 ml

pH 6.8

Autoclavage 120 °C pendant 20 min

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

YMB 1000 ml

Agar 18

pH 6.8

Autoclavage 120 °C pendant 20 min

Composition de milieu YMA+ Rouge Congo en g/l
YMB 1000 ml
Solution stock de Rouge Congo 10 ml

Agar 18



pH 6.8
Autoclavage 120 °C pendant 20 min

Aprés ’ajustement de pH on ajoute 10 ml de Rouge Congo (0.25 g Rouge Congo dans 100 ml

d’eau distillé) puis on ajoute 1’agar.

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

YMB 1000ml
Solution stock de bleu de Bromothymol 5ml
Agar 15
pH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20minutes
Apreés ajustement de pH on ajoute 10ml de bleu de Bromothymol (0.5g BTB dans 100ml

d’¢éthanol), puis on ajoute 1’agar.

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

Glucose 10
Peptone 5
Solution stock de BCP 10 ml
Agar 189
pH 6,8

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

refroidissement du milieu.

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

Tryptone 5
Extrait de levure 3
CaCl2H.0 0,87
pH 6,8

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



Annexe 2

Coloration de Gram

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

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

- Incliner la lame et laisser tomber goutte a goutte 1’alcool acétone,

- Laver a I’eau distillée

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

- Laver a ’eau distillée,

- Sécher avec un papier absorbant,

-Observer au microscope (objectif x 100).



Tableaux des différents résultats

Annexe 3

Tableau 1: résultats de la mésure de la DO pour le test de la tolérance des isolats et de souche

de référence au NaCl aprés 24h d’incubation.

N1C1 N1C2 N2C3 N3C4 N4C5 N4C6 N4C7 RO8
1% 0.347 0.140 0.469 0.353 0.294 0.382 0.262 0.272
2% 0.356 0.183 0.248 0.232 0.264 0.427 0.485 0.285
3% 0.237 0.243 0.152 0.070 0.61 0.310 0.405 0.137
5% 0.062 0.066 0.090 0.213 0.126 0.177 0.249 0.070
10% 0.073 0.079 0.083 0.091 0.076 0.076 0.076 0.040

Tableau 2 : résultats de la mésure de la DO pour le test de la tolérance des isolats et de

souche de référence au NaCl apres 48h d’incubation.

N1C1 N1C2 N2C3 N3C4 N4C5 N4C6 N4C7 RO8
1% 0.474 0.227 0.565 0.686 0.520 0.602 0.621 0.356
2% 0.550 0.400 0.158 0.162 0.191 0.429 0.339 0.385
3% 0.459 0.198 0.193 0.265 0.244 0.477 0.390 0.468
5% 0.175 0.205 0.038 0.217 0.128 0.114 0.270 0.281
10% 0.007 0.012 0.010 0.015 0.003 0.024 0.012 0.013




Tableau 3 : résultats de la mésure de la DO pour le test de la tolérance des isolats et de

souche de référence au pH apres 24h d’incubation.

N1C1 N1C2 N2C3 N3C4 N4C5 N4C6 N4C7 RO8

pH 3 0.302 0.359 0.347 0.429 0.378 0.441 0.382 0.008

pH4.5 | 0.288 0.388 0.764 0.538 0.242 0.364 0.318 0.146

pH6.8 |0.177 0.201 0.120 0.242 0.230 0.076 0.520 0.221

pH 8 0.203 0.453 0.313 0.448 0.486 0.400 0.444 0.126

pH9 0.286 0.433 0.094 0.133 0.625 0.545 0.467 0.155

pH 10 0.355 0.970 0.541 0.691 0.571 0.655 0.650 0.166

Tableau 4 : résultats de la mésure de la DO pour le test de la tolérance des isolats et de

souche de référence au pH aprés 48h d’incubation.

N1C1 N1C2 N32C3 | N3C4 N4C5 N4C6 N4C7 RO8

pH 3 0.044 0.169 0.275 0.168 0.118 0.149 0.141 0.073

pH4.5 |0.574 0.531 0.354 0.514 0.529 0.659 0.704 0.297

pH 6.8 | 0.266 0.500 0.347 0.528 0.563 0.571 0.469 0.316

pH 8 0.638 0.523 0.603 0611 0.784 0.704 0.606 0.309

pH 9 0.435 0.667 0.205 0.583 0580 0.599 0.618 0.316

pH 10 0.510 0.624 0.682 0.649 0.796 0.789 0.927 0.223
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