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Introduction

| ntr oduction

L'azote est un facteur limitant majeur de la production agricole, dors que I'atmosphére
terrestre est constituée a 80% d'azote. Ce paradoxe est d0 au fait que I'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 systémes fixateurs les plus efficaces sont des symbioses qui rédisent un

couplage entre la fixation d'azote et la photosynthéese.

La fixation biologique de I'azote, joue un réle majeur dans le cycle de |'azote. Les
bactéries fixatrices d'azote possedent 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 héte de I’association, renferme trois sous
familles: Mimosoideae, Caesalpinoideae et Papillionoideae; la majorité des especes
nodulées se rencontrent dans la sous famille des Papilionoideae. Le genre Hedysarum est un
parmi les plus répandu dans le monde ; plusieurs especes sont rencontrées en Algérie dont

certaines sont endémiques ( Hedysarum naudinanum , Hedysarum perrauderianum).

Les rhizobia, deuxiéme élément de I’association, sont des bactéries du sol capables
d'induire sur les racines des |égumineuses la formation d'organes particuliers, les nodosités, au
sein desguels ils réduisent I'azote de I'air. Dans cette association & bénéfice mutuel, la plante
fournit une niche protectrice et de I'énergie aux bactéries qui, en échange, synthétisent de
'ammoniac pour leur héte. Cette symbiose Rhizobium-Légumineuse (actuellement
dénommée Symbiose Légumineuse-BNL selon de Ladjudie, 2006) fournit chaque année, a
I'échelle de la planéte, une quantité d'azote équivalente a celle synthétisée par voie chimique

dans I'industrie des engrais, et joue donc un réle écologique et économique considérable.

En effet, des bactéries appartenant a différents genres et classes taxonomiques sont
aujourd’hui  connues pour leur capacité symbiotique. Ainsi, les genres Rhizobium,
Sinorhizobium, Mesor hizobium, Ochrobactrum, Allorhizobium, Azorhizobium,

Methylobacterium , Bradyrhizobium , Blastobacter, Devosia , Burkholderia, Ralstonia ainsi



Introduction

que certaines y-protéobactéries (Benhizia et col. 2004), forment actuellement I’ensemble des

bactéries connues comme symbiotes des |égumineuses.

L’objectif de notre éude est I’identification des bactéries associées aux nodules de la

[égumineuse fourragére Hedysarum perrauderianum.

Ce travail consiste en une caractérisation phénotypique et génotypique des bactéries

isolées des nodules racinaires de cette |égumineuse fourragere.
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|- Lafixation del’azote

1-1- L ’azote

Lavie sur terre influence profondément la composition de I’amosphére en produisant
du dioxyde de carbone CO; et du méthane CH, atravers les processus de larespiration et dela
fermentation reliés au recyclage du carbone. La vie a auss influencé la composition de
I’atmosphére a travers le recyclage d’un autre dément, I’azote (N). Le gaz diazote est le
premier en importance dans |I’atmosphere terrestre (78%) (Newton, 1998).

L’azote est I’un des éléments nutritifs majeurs utilisés par les plantes. C’est le
quatrieme congtituant des plantes qui est utilisé dans I’éaboration de molécules importantes
comme les protéines, les nucléotides, les acides nucléiques et la chlorophylle (Epstein, 1972).

L’azote favorise I’utilisation des hydrates de carbone, stimule le développement et
I’activité racinaire, favorisant ainsi I’absorption des autres ééments minéraux et la croissance
des plantes (Stenvenson, 1986). Il est essentiel pour la synthése des enzymes de la
photosynthése (Lamaze et col. ,1990).

Les plantes absorbent I’azote sous forme de nitrates (NO3) et d’ammonium (NH,4").
L’importance relative de chacune de ces formes dépend de I’espéce végétale et des conditions

du milieu (Hageman, 1984).

1-2- Lesprincipales sources d’azote
1-2-1 Lesol

La premiére source d’azote utilisée par les plantes est I’azote du sol. En absence de
tout apport d’engrais les plantes non fixatrices d’azote utilisent I’azote du sol durant leur cycle
physiologique. M é&me les plantes fixatrices d’azote atmosphérique utilisent d’abord I’azote de
la semence et du sol durant la premiére phase de la croissance. L’azote du sol est
essentiellement sous forme organique. C’est par minéralisation que la matiére organique du
sol libére I’azote utilisable par les plantes.

L’ azote inorganique ou azote minéral, principalement NOs™ et NH,", disponible pour la
plante, constitue une petite fraction de I’azote total du sol (2-5%). L’azote minéral se trouve
essentiellement dans la solution du sol et une petite quantité de NH," adsorbée aux sites
d’échange cationique sur les colloides du sol. Tres peu de N est libéré des minéraux du sol
(Newton, 1998).
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1-2-2- Lesamendements organiques

Les résidus organiques laissés sur le sol aprés les récoltes congtituent une litiére
temporaire. Quand ils sont enfouis en début de saison, ces résidus enrichissent la matiere
organique du sol. Les amendements organiques incorporés aux sols sous forme de fumier ou

de compost viennent également enrichir et constituent une source d’azote et d”humus.

1-2-3- Lesengrais minéraux

L azote du sol et les amendements organiques ne suffisent pas pour atteindre des
rendements optimums. Des engrais minéraux azotés sont utilisés comme complément d’azote
pour augmenter les rendements et intensifier la production végétale. Dans I’agriculture
conventionnelle, la plus grande partie de N minéral vient des engrais dissous avec une

contribution de minéralisation de I’azote organique dans sol (Newton, 1998).

1-2-4- L'atmosphére

Une partie de N retourne a la terre quand de I’ azote sous forme de gaz (NO, ou NHzde
I'industrie, les automobiles ou des unités d’élevage confinées) réagit avec les pluies.

1-2-5- Lafixation symbiotique

La plus grande partie de I’azote de la biosphére (79%) se trouve dans I’atmosphére
(Haynes, 1986; Foth, 1990). La fixation d'azote est le principa moyen naturel par leque
I'azote atmosphérique est ajouté au sol.

Mais seul un nombre réduit de genres bactériens vivant librement ou en symbiose avec
les plantes sont capables de réduire I’azote moléculaire de I”’amosphére. Par la symbiose entre
les bactéries réductrices de I’azote atmosphérique, une grande partie des Iégumineuses
utilisent principaement I’azote provenant de I’atmosphére. A I’échelle mondiale, la fixation
biologique annuelle de N est estimée au double de I’ utilisation mondiae des engrais. Elle est
trés importante pour fournir |’azote disponible pour les plantes dans les systémes naturels et
dans les régions agricoles ou I'engrais synthétique est trop cher ou non disponible. (Newton,
1998).
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1-2-6- Fixation indudrielle del’azote

La production agricole et la sécurité alimentaire mondiale seraient en danger sans
engrais (fixation industrielle de I’azote atmosphérique). L’azote apporté comme éément
nutritif pour la plante est loin de la source la plus importante.

Les réactions du processus Haber-Bosch : H, + N, ® NH; (gaz ammoniac) : le gaz ammoniac
peut étre utilisé soit directement (ammoniac anhydre) soit pour la fabrication des autres
engrais azotés, ex. NH;NO;, KNOg, €tc...

Bactéries
Bactéries : dénitrifiantes

fixatrices d'azote Nitrates
nodules de

legumineuses {bactéries eigf-;lmﬁgmm.
asrobies el anadrobies)

(NC3-}

H actéries
Ammeonification Nitrification nitriflantes

: i
) i P 9 ™

P .
Bactéries fixatrices d'azote e T
dans le sol

Figure 1. Cycle de I’azote
La grande majorité de I'azote se trouve sous forme de
diazote (N2) non-assimilable par les plantes. La fixation
biologique de I'azote par les bactéries en symbiose avec
les plantes actinorhiziennes et les Légumieuses permet

d’accéder a une source quasi-illimitée d’azote.( B. PERET,2007)
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L'azote minéral dans le sol est donc sous forme de NOs et de NHz. Le NH,4", une fois
absorbé par les plantes, est rapidement incorporé dans des acides aminés en raison de sa
toxicité. Le NOs™ nécessite la présence d'un transporteur membranaire au niveau des poils
absorbants pour son absorption (dont il induit la fabrication). 1l est aors soit stocké dans les
vacuoles des cellules (et intervient aors dans le controle de la presson osmotique), soit
transporté vers les parties aériennes par la séve brute (ou I'on ne trouve pas d'ammonium).

Clest laforme d'azote qui est majoritairement absorbée (Newton, 1998).

I1- Fixation biologique del'azote

La fixation biologique de l'azote est un processus qui permet de produire des

substances protéiques a partir de I'azote gazeux présent dans I'atmosphére et |'environnement.

Cest le processus de réduction enzymatique du I’azote atmosphérique en azote
ammoniacal, ou ammoniac (NHs) ; cette forme d’azote combiné représente la fin de la
réaction de fixation et le début de I'incorporation de I'azote fixé dans le squelette carboné
(Hopkins, 2003)

Ce processus est comparable a celui de la photosynthése qui permet de produire des
substances glucidiques a partir du gaz carbonique (CO,) de I'atmosphére. Alors que la
photosynthése est le fait de tous les végétaux (sauf les végétaux saprophytes), la fixation de
I'azote n'est réalisée que par certaines especes de bactéries et d'algues cyanophycées.

Les bactéries de la famille des Rhizobiacées en général, et celles du genre Rhizobium
peuvent infecter les racines des légumineuses entrainant la formation d’un organe spécialisé,
le nodule, & I’intérieur duquel la bactérie se différencie en bactéroide, capable de fixer

I’azote atmosphérique.

Par ces nodules, la plante-hdte (la légumineuse) offre un microhabitat
exceptionnellement favorable a la bactérie tout en lui procurant des substrats carbonés
provenant de la photosynthese. En retour, la bactérie fixe I’azote atmosphérique (N,) et le

fournit &ala plante héte sous forme assimilable NH; (Dommergues et col., 1999).

L’établissement et le fonctionnement de la symbiose sont sous le contrble génétique de

chacun des deux partenaires.
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Jusqu'a une date récente, on admettait que les champignons mycorrhiziens pouvaient
fixer le N,. On sait maintenant que la propriété de fixer N, est strictement limitée aux
procaryotes (Bowen, 1973; Postgate, 1974) et n’a jamais é&é démontrée chez les
champignons filamenteux. La fixation du N> (mesurée par la réduction de I’acétyléne-C,H.
en éhyléne-C,H,) par une racine mycorrhizée ne devrait pas ére imputée au champignon
lui-méme mais aux bactéries associées de la mycorhizosphére. (Silvester W.B, Bennett. K.J
1973).

2-1- Lesfixateurslibres

Les fixateurs libres comprennent des genres tres divers: des bactéries aérobies
chimioorganotrophe (Azotobacter, Azospirillum, Acetobacter, diazotrophicus), des bactéries
anaérobies dtrictes (Clostridium) ou des aérobies facultatives (Klebsiella, Bacillus,
Pseudomonas), des bactéries phototrophes a photosynthése anoxygénique (Rhodobacter,

Rhodospirillum) et des cyanobactéries (Synechococcus).

Ces associations vont de la simple multiplication bactérienne & la surface de laracine a
la colonisation des espaces intercellulaires, caractéristiques des bactéries endophytes. C’est le
cas par exemple de la colonisation par Azospirillum des espaces intercellulaires de |”’épiderme
et du cortex racinaire du mais et du sorgho (Dobereiner et col, 1995 ; Kennedy et col ,1997)

D’autres associations avec les fixateurs libres ont évolué en de véritables symbioses,
mais sans organogenese particuliére au niveau de la plante. C’est le cas de la bactérie
endophyte Azoarcus qui peut pénétrer dans les cellules de la graminée tropicale Leptochloa
fusea (Reinhold-Hurek et Hurek 1997). De plus, les cyanobactéries (Anabaena, Nostoc),
bactéries photosynthétiques autotrophes, sont associées a des fougéres comme les Azolla ou
les Cycas, formant de véritables symbioses obligatoires permettant & la plante d’assimiler
I’azote fixé par les bactéries qui demeurent, cependant, toujours aI’extérieur des cellulesde la
plante- hote (Reinhold-Hurek et Hurek, 1998).

2-2- Lesfixateurs symbiotiques

La réduction de I’azote étant colteuse en énergie, les systemes les plus efficaces sont
ceux qui permettent un couplage entre la photosynthése et la fixation biologique de I’azote.
Dans ces associations fixatrices d’azote, le microorganisme induit I’apparition de structures
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différenciées, appelées nodules, chez le partenaire végétal, et lui fournit une grande partie de
I’ azote nécessaire a sa croissance. C’est |e cas des systémes associant des plantes de la famille
des légumineuses et certaine bactérie Gram négatif, communément et collectivement appelées
les rhizobia ou bactéries nodulant les Légumineuses (BNL) (Moulin, 2002), et
d’Actinomycétes du genre Frankia (bactérie Gram positif, filamenteuses et sporulantes) qui
nodulent des plantes ligneuses appartenant a différentes familles de dicotylédones, dont les
genres Alnus, Eleagnus, Casuarina ou Myrica (Benson et Silvester, 1999). En outre, plusieurs
egpeces de Parasponia de la famille des Ulmaceae, peuvent également développer des
nodules fixateurs d’azote avec certaines bactéries (Trinick et Hadobas, 1989: Young et
Johnston, 1989: Davey et al, 1993).

2-3- Physiologie de la symbiose

La symbiose commence par |’attachement des bactéries (ou microsymbiont) aux poils
absorbants des racines de la plante légumineuse en germination; on pense que cette liaison
initiale dépend d’une reconnaissance cellulaire entre des molécules de surface comme des

glycoprotéines des bactéries et de la plante.

La bactérie est encapsulée dans une poche de la paroi cdlulaire et portée dans les
profondeurs de la racine par la formation d’un filament infectieux constitué principalement de
cellulose. Les cellules corticales sur I’extérieur de laracine se dédifférencient pour former un
méristeme, un tissu végétal formé de cellules indifférenciées , sége de divisions rapides et
nombreux, situé dans les régions de croissance de la plante, qui grandit et fait saillie pour
former une nodosité. Les filaments infectieux qui proliférent libérent aors les bactéries dans
le cytoplasme de cellules hotes, aprés avoir été recouvertes d’une membrane spéciale
synthétisée par I’h6te, connues sous le nom de bactéroides. Au sein de cet environnement
extrémement protecteur, les bactéries se différencient finalement pour atteindre un stade de
fixation de |I’azote, en déréprimant les genes de la nitrogénase et des cytochromes spécifiques
des bactéroides. (Pelmont, 1995).
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Figure 2 : Représentation schématique de la symbiose

L’établissement de la symbiose plante-microorganisme est le réaultat d’interactions
complexes, impliquant un dialogue moléculaire, entre la bactérie et la plante-hdte (Long, 1996).
La plante produit des composés (des flavonoides) qui attirent et activent les bactéries fixatrices
d'azote autour des racines. Par un phénomene de reconnaissance, les bactéries sagglutinent sur
les poils absorbants et forment un cordon infectieux qui va pénétrer dans la racine. Sous I'action
des bactéries, le poil absorbant se déforme selon une allure bien particuliére. Arrivées au niveau
des vaisseaux conducteurs les bactéries provogquent le développement d'une tumeur qui formera
la nodosité. (Hynes et O’Connell, 1990) .Certaines cellules de la racine vont se dédifférencier et
retourner a I'état de méristéme. Elles ne vont alors que se diviser. Rapidement la nodosité se
forme. Cest logiquement & l'extrémité de cette nodosité que l'on trouve les cdlules
méristématiques. Plus a l'intérieur se trouve une zone riche en bactéries. C'est a cet endroit
qu'elles senkystent, augmentent de volume et changent de forme. On parle aors de bactéroides.
Bien gu'a I'intérieur des cellules végétales, ces bactéroides sont entourés par une membrane
péribactéroidienne qui les isole, en partie, du cytoplasme cellulaire. A ce stade, ces micro-
organismes fabriquent la nitrogénase, I'enzyme responsable de la fixation du diazote. (Hrish,
1992)



Synthese bibliographique

—

¥
.y,

Figure 3 : Infection intracellulaire chez les Légumineuses.

La bactérie colonise la rhizosphére et entre en contact avec le poil racinaire (A).
Les facteurs Nod induisent la courbure du poil racinaire ce qui permet la création d’'une zone
confinée pour la bactérie qui initie I'infection (B). La mise en place du cordon d’infection suit le
déplacement du noyau vers la base du poil (C). D’aprées Perret et col, 2000.

C'est au centre de la nodosité que les bactéroides vont fixer le diazote. Pour céla, ils
synthétisent en collaboration avec la plante, une protéine, laleghémoglobine, dont le réle est
de fixer I'oxygéne pour protéger la nitrogénase (les bactéroides produisent I'heme tandis que
la plante produit la globine). Cette protéine peut représenter plus de 40 % des protéines d'une
nodosité. Ce pigment présente la particularité de ne pas fixer entierement I'oxygene ce qui

permet aux bactéries de continuer la respiration sans géner la fixation d'azote.
2-4- Biochimie de la Fixation
2-4-1-La nitrogénase

Dans I’industrie, la fixation de I’azote est typiquement effectuée en présence de fer
agissant comme catalyseur, a environ 500°C a une pression de 300 atm. Il n’est pas
surprenant, par conséquent, que le processus biologique de fixation de I’azote nécessite un

enzyme complexe : c’est le complexe nitrogénase.

Le complexe nitrogénase, qui réalise cette transformation fondamentale, est constitué de deux

protéines :
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Figure 4 : Cycle de la Nitrogénase

1) Une dinitrogénase réductase : (la nitrogénase 1) qui fournit des électrons de haut pouvoir

réducteur, renferme deux sous unités identiques, elle contient du Fer et se comporte comme

une réductase de 64 KDa (Leclerc, 1995 et Hopkins, 2003)

2) Une nitrogénase : appelée auss molybdoprotéine (M oFe protéine) c’est la composante
principale du systéme enzymatique formee de quatre sous unités (tétramérique) a, B, de 220

KDa, chague monomere contient un centre (4 Fe - 4 S) reliés entre eux deux par deux, ce

11
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tétramere est associé a un cofacteur protéique qui content 8 Fe et 2 atomes de molybdéne
(Mo), qui utilise ces électron pour réduire N, en NH3_ (Leclerc, 1995 et Hopkins, 2003)

Le transfert des éectrons de la réductase a la nitrogénase est couplé & I’hydrolyse de I’ATP

par réduction.

Electrons de la
ferrédoxine réduite
b

== N,

Nitrogénase |/ *

\(Protsine MoFe) / \
NH,

...-—-.-.—————"'_'_.-rr'—.-

N
ATP  ADP

Figure 5 : Représentation du complexe nitrogénase.
2-4-2- La leghémoglobine

Le complexe nitrogénase est extrémement sensible a I’inactivation par O,. La
leghémoglobine abaisse considérablement la concentration d’O; libre dans les nodules de la
plante en le fixant ; I’oxygene fixé par la leghémoglobine n’est plus libre dans les nodules et

ne peut donc plusinteragir avec la nitrogénase pour I’inhiber.

Le site actif contenant le molybdéne du complexe nitrogénase est spécifiquement congu pour
réduire I’azote moléculaire (N2), mais peut ére aisément empoisonné par |’oxygéene

moléculaire libre (O libre).

Néanmoins, les bactéroides ont également besoin, comme la plante héte, d’un ravitaillement
régulier en oxygéne pour leur métabolisme. La plante héte, répond a ces exigences en
synthétisant de grandes quantités de leghémoglobine, qui va porter I’oxygene libre a un

niveau suffisamment faible pour ne pas endommager la nitrogénase.
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Bien que la plante synthétise le polypeptide de la leghémoglobine, le cofacteur constitué par
I’Héme est fourni par les bactéries ellessmémes (la leghémoglobine est constitué de deux

parties : un polypeptide et un héme).
2-4-3-Assimilation del'ammonium

Quelque soit I'origine du NH,4" celui-ci va étre pris en charge, al'intérieur de la plante,
par un systéme enzymatique, GS-GOGAT. Sous ce nom barbare se cache deux enzymes
travaillant & la chaine. La premiére (GS pour Glutamine Synthase) rajoute un NH; a une
molécule de glutamate. La glutamine ainsi formée, transfert un de ses groupements azotés a
un acide cétoglutate, grace a la seconde enzyme GOGAT (pour Glutamine OxoGlutamate

Amino Trandférase). On obtient alors deux molécules de glutamate, les réactions peuvent

alors senchainer en boucle. (Brewin et col.,1992)

@ L |

o Glutamate - ,.-!" L

aragine——

Le glutamate sert également de matrice aux différents acides aminés. Gréce a une
transaminase, il transfert un de ses groupement azoté a une autre molécule pour former un
acide aminé et un cétoacide. Les plantes symbiotiques fixent ainsi de 300 a 400 kg de diazote

par hectare et par an.
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2-4-4-Spécificité dela symbiose

La symbiose Iégumineuses — Rhizobium est trés spécifique, un Rhizobium donné n’est
capable d’effectuer une symbiose fixatrice d’azote que s I’autre partenaire appartiens au son
spectre d’hote. Et le contraire est juste. Les amplitudes des spectres des légumineuses et des
rhizobia sont trés variables. En effet, on retrouve des associations tres spécifiques pour le
partenaire bactérien, tel que Azorhizobium caulinodans qui ne s’associe qu’avec Sesbania
rostrata (Dreyfus et col, 1988), alors que cette méme légumineuses possede d’autres
partenaires bactérien (Snorhizobium saheli et S terangae.)Boivin et col 1997. D’autres
symbiotes bactériens présentent un spectre d’hte modéément spécifique, comme
SnoRhizobium meliloti qui s’associe avec les espéces des genres Medicago, Meliloti et
Trigonella (De lgjudie et col 1994). Par contre, d’autres espéces nécessitent des dispositions
particulieres ala symbiose, comme le pois afghan (Galga) (Firmin et col 1993, Terefework et
col 1998). En outre, les études de spectre d’hote ont révélé qu’en proportion peu de rhizobia
ne s’associait q’avec une seule espece de légumineuse ; la plupart des rhizobia pouvant établir
une symbiose avec différents partenaires végétaux (Zahran 2001, Perret et col 2000 ; Tan et
col 1999).
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2-5- Génétique delaFixation del’azote
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Figure 6 : génétique de la fixation (site Internet gratuit)

Pour entamer cette symbiose, en décrie les génes impliqués dans la fixation symbiotique de

|”azote.

-géne sym : genes nécessaires a la formation de nodosités symbiotique fonctionnelles fixant
I’azote.

-géne nod : génes nécessaires I’initiation et aux premiéres éapes de la formation des
nodosités, d’autres genes sont également impliqués dans la formation de nodosités : les génes

nol et noe.

-géene fix : genes nécessaires aux étapes plus tardives de la construction d’une nodosité

capable de fixer I’azote.

-géne nif : géenes codant pour les trois sous unités hautement conservées de la nitrogénase
(réduisant I’azote moléculaire en ammoniac), ains que pour des protéines auxiliaires

nécessaires au fonctionnement de la nitrogénase.
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Ces géenes symbiotiques sont induit seulement lorsque les bactéroides peuvent fixer I’azote,
C'est-a-dire quand la bactérie peut nodulé la plante.

2-5-1-Facteursnod :

Les facteurs nod sont des lipochito-oligosaccharides (LCO), formés d’une suite de 4
ou 5 unités de N-acétyl-D-glucosamine réunies par des liaisons p (1 --> 4) (structure de la
chitine), et comprenant une chaine lipidique (acide gras).(Spaink et col,1992) .selon le
Rhizobium, le squelette de base est décoré par des groupement chimiques varies ( fructose,
arabinose, carbamate, méthyle, acétyle,...), présent sur les glucosamines situés aux 2
extrémités (Long.1996 , Perret et col ,2000).

Lo "f':z"if g JUE 7 q 4
H?. 0 ul 0
o | __k, 0 |
r ‘§V/ r,, HO bf o ‘--EEI?-\P' OF
N-p % b
.EEJ n=11to 3 ,{:EJ

Cl6:4, Cl6:1, Cla:2
C18:1, C18:4

Figure 7 : Structure des facteurs Nod.

Structure chimique d’un facteur Nod générique avec quelques substitutions observées chez les
différentes espéces de rhizobia indiquées en couleur. Les variations les plus courantes de la chaine
d’acides gras sont également représentées. Ac, acétyl ; Ara, arabinosyl ; Ch, carbonyl ; Fuc, fucosyl ;
Me, méthyl ; S, sulfuryl. D’aprés Cullimore et col, 2001

Les facteurs nod interviennent dans le phénoméne de nodulation. L'interaction
commence avec la colonisation de jeunes poils absorbants par les diazotrophes et un échange
de molécules signal. Les bactéries reconnaissent des flavonoides et d’autres molécules
secrétées par la plante hote.

Parallelement dans les bactéries, on trouve des génes spécifiques de la nodulation, appelés

opéron nod. Ces opérons regroupent en fait trois catégories de génes :
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Les génes régulateurs (nod D) : Ils codent pour la synthese des protéines constituant e
facteur de transcription. Chez les diazotrophes, ce gene S’exprime de maniére
condtitutive. Les facteurs de transcription sont donc continuellement synthétisés, que
la bactérie soit en symbiose ou non ( Hrish, 1992 ; Dénarié et col., 1996).

Les génes communs (nod A, B, C) : ils sont synthétisés par tous les diazotrophes sans
exception, et codent pour des enzymes, catalysant la synthése du facteur de nodulation,
ou facteur nod (synthese du squel ette de base des facteurs Nod)

Les génes spécifiques (nod H) : on rencontre différents génes spécifiques chez
différents genres de bactéries (génes nod, nol ou noe), présents chez certaines espéces
et non chez d’autres, sont classés en fonction de leur réle dans la synthése ; type de
substitution gjouté ou mode de sécrétion des facteurs Nod. leur role étant de coder
pour des enzymes catalysant la synthése du facteur de nodulation, ou facteur nod
(modification du sguelette de la molécule), on peut citer : les genes nodZ et nolK
(fucosylation) ; noeC (arabinosylation) ; nodH et noeE (sulfatation) ; nodL, nodX et
nolL (acétylation) ; nodS et noel ( méthylation) ; nodU et nolO ( carbamoylation). .
(Hrish, 1992 ; Dénarié et col.,1996 ; Long 1996).

17



Synthese bibliographique

Tableau N°1- Les different génes de la nodulation (nod, f, noe) existants (cité dans un site Internet
gratuit) : sur ce tableau on peut voir les fonction des protéines que codent les difféerent génes nod. La colonne

« strains » désigne les différents types de Rhizobium possédant les différents génes nod.

Genes Functions or homalogies Strains
Commaen aocd-penes
e D-glucosamine syathase B, Rlv, RIt
#odA Acylirancferace All
nod® Deacetyiase Al
AodC Chitin synthage Al
Cenes involved in modifying the non-reducing reeminus
nodE fA-Ketoacylsynthase R, RIv, Rk
nmadF Acyl carmer protsin Bm, Rlv, Bh
nods Methybransferase RM, Ac, By, Bf, Rt
nodl Acatyliransfernse Rm, Rlv, Bl
nadl) Carbumoyiuamf:ms: BM, Ac, By, B Bt
nalfd Carbamoyimansferass Bk, Bj
Genes involved in modifying the reducing erminus
nadP ATP-solfurylase Bm, Rt BN
aad(} ATP-salfurylase and APS binase Eun, Rt BN
nodd Sulfotransferase fm, Rt
and¥ Apetyltrarmierage EIvTOM
noil Aceryltransferase an, Rl
noek Phosphomonaonutiss BN
noef Marnose- I -phosphate peanyitransferase Rh
ace L Dﬁh}f:h'ﬂms: RN
nollk B ugar cpimemse Ax BN
AodZ Fucosyltransferpse Bj, Ac, EN
HoelE Sulfotransferase BM
noef Methyltansferass EN
Crenes encoding transparters
nodf ATPbinding protein for transmembrans All
transport
aodt Integral membrans protsin All
Aodl Cuter membrane protein mansport? Rlv, RIt
aolFGHE Tacsport? Em
nodC Secreted pore- forrning protein Rl
Genes encoding regulators
nodD LysR regulator prowin famify Al
notf DivA binding-prolein, rpressor RN, Rm
IyrAf LysR remlator protein family EN, Em
"Rm = Rhizebivm melilott, Ry = R leguminosarum by, vicizs, RIVTDM = & lepuminssarum by,
wiciae strmin TOM, Rit = 8. leguminosarum by, trifalif, RN = NGR23, Ac = Arorhizobium cauling-
dans, Bj = Sradyrfizobium japonicum, Rf = 8. fredif, Rt =R wapici, Rl= & lan.

Les flavonoides pénétrent dans les bactéries et réagissent avec des facteurs de
transcription synthétisés par les génes régulateurs de I'opéron nod. Ceci déclenche un
rétrocontrdle positif, entrainant I’expression des genes communs et spécifiques. Les facteurs
Onod sont aors synthétisés par les bactéries. Ceci déclenche le programme de nodulation chez

la plante hote.
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Les facteurs Nod sont synthétisés gréce aux enzymes des génes communs, puis
modifiés par les enzymes des génes spécifiques, qui introduisent des fonctions ou des
molécules sur le squelette oligosaccharidique. Ainsi, a partir d’'un méme squelette, chaque

diazotrophes va le modifier pour se I’approprier et le rendre spécifique.
Plusieurs expériences ont é&é menées afin de démontrer la spécificité des facteurs nod.

Introduction d’une mutation dans les genes spécifiques: la bactérie synthétise les
facteurs nod, mais ceux-ci ne sont plus spécialisés. La bactérie ne peut dans ce cas pas
vivre en symbiose avec sa plante.

Parfois, I’introduction d’une mutation dans les genes spécifique entraine |I’expression
d’un facteur nod différent. Dans ce cas, la bactérie qui le synthéise ne vit plus en
symbiose avec son hote favori, mais avec une autre plante reconnaissant ce nouveau
facteur de nodulation.( Hrish, 1992 ; Dénarié et col 1996 ; Long 1996)

2-5-2-Régulation de géne NodD :

Les flavonoides compatibles activent la protéine Nod D, qui est un senseur de

I’environnement et un activateur des genes nod.

) ] a nodABC
@_ﬁ,e Flavonoide

mRMNA

nodABC

Fiad Enia )

Figure 8 : Régulation du facteur NodD

Les protéines NodD synthétisées vont se lier ala nod-box, lieu de régulation des génes
nodA, B et C.
Avec la coopération des flavonoides, les protéines NodD vont pouvoir promouvoir
I’expression des génes nodA, B et C: les protéines NodD ont un site de liaison pour les

flavonoides ; une fois les flavonoides liées aux protéines NodD, ces derniéres, liées a la nod-
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box, sont capable d’induire la transcription de ces genes, ces derniers sont transcrit, et les
protéines NodA, B et C sont traduites.
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Figure 9 : Présentation moléculaire de la symbiose

La plante sécréte naturellement les flavonoides, pour attirer les bactéries ou
champignons symbiotiques entre autre. NodD est capable de reconnaitre la nod box, motif en
amant des opérons des génes nod, mais il lu faut une flavonoides compatible pour pouvoir
induire la transcription des genes nod. Les flavonoides interagissent donc avec le régulateur
de transcription NodD, et activent par I’intermédiaire de NodD, la transcription de gene nod.
Les facteurs Nod, oligomére de chitine auquel est associée une chaine d’acide gras, sont donc
synthétisés ; certaines vont s’encrer dans la membrane de la cellule végétale (NodO, protéine
formant des pores de sécrétion), d’autres vont entrer dans le cytoplasme de celle-ci pour
induire la transduction de signaux. Les facteurs Nod sont pergus par la plante au niveau de la
rhizosphére (Van Rhijn et Vanderleyden, 1995).

Ces signaux vont agir sur des pompes calciques de la membrane, activer la nodulation
(courbure du poil, filament infectieux, entrée du Rhizobium, division des céllules corticales,
morphogenése des nodules) ou encore réguler la production de flavonoides. Les hormones de

croissance veégétale (auxines, cytokinine) vont également avoir un réle dans larégulation de la
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nodulation. La différenciation du nodule dépend de la concentration des facteurs Nod : de
faibles concentration de facteur Nod donne une déformation partielle du nodule ; une forte
concentration de facteur Nod donne une crosse de verger et invagination. (Van Rhijn et

Vanderleyden, 1995).
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I11- Leslégumineuses
3-1-Généralités

Une des plus importantes familles parmi les dicotylédones... C'est la famille
vegétale qui fournit le plus grand nombre d'especes utiles a I'homme, qu'elles soient
alimentaires, industrielles ou médicinales, comprenant des plantes herbacées, des arbres, des
arbustes ou des lianes, a feuilles habituellement composées,souvent trifolioléesrarement
simples,généralement avec des stipules. Beaucoup sont grimpantes et possedent des feuilles
ou des parties de feuilles modifiées en vrilles Les fleurs, pentaméres avec 10 étamines, ou
parfois plus, caractéristiques, ressemblent souvent & des papillons. Fruit en gousse
uniloculaire s’ouvrant en deux valves séparées et contenant de nombreuses graines. (Fermand
Wathan, 1967).

3-2-Classification
Les Iégumineuses constituent la troisiéme super famille par ordre d’importance chez
les angiospermes, constituent un des groupes de végétaux supérieurs les plus abondant et les
plusdiversifié (Allen et Allen, 1981 ; Broughton, 1984). Cette famille possede 674 genres et
plus de 18000 especes, la plagant en seconde position derriére les Poaceae, en terme de
diversité (Polhill et col., 1981). Elle et subdivisée en trois sous familles d’importance inégale:

-Les Mimosoideae : ont de trés nombreuses petites fleurs en grappes serrées a nombreuses
étamines saillantes en dehors des petits pétaes ; les fleurs sont symériques. Sont en majorité
des arbres et arbuste des régions tropicales et subtropicales. Cette sous-famille comprend 62
genres et environ 2500 espéces. Parmi les 10% d’egpéces déja examinées, la majorité sont
nodulées (Glycine, Acacia,...) (Maxted et Bennett, 2001a).

- Les Caesalpinioideae: ont habituellement des fleurs comme des papillons et a étamines
unies .comprenant environ 150 genres et2200 espéces, sont principalement des arbres ou
arbustes retrouvés en régions tropicales et subtropicales. 23 % seulement des especes parmi
celles examinées, sont connues pour étre nodulées par les rhizobia. Ces espéces nodulées se
retrouvent majoritairement dans les tribus des Caesalpinieae et Casseae; les tribus
Cercideae et Amherstieae étant trés peu nodulées (Maxted et Bennett, 2001a).

22



Synthese bibliographique

- Les Papilionaceae ou Fabaceae: représente la sous-famille la plus diversifiée avec 429
genres et plus de 12000 espéces, principalement herbes et petits arbustes distribués dans le
monde entier, présentes en régions tempérées et tropicales, et inclut les [égumineuses a grain
bien connues telles que des haricots et des pois, (Ferchichi, 2006). Elles ont des fleurs en
forme de papillon avec un pétale supérieur appelé étendard, deux pétales latéraux ou ailes et
une caréne formée par deux pétales inférieurs unis ; les sépales au nombre de 5 sont soudés en
tube ; les 10 éamines sont habituellement incluses dans les pétales, unies par leursfiletsen un
tube qui entoure le pistil, ou avec une éamine. Parmi les 21 %d’egpéces déa examinées la
grande majorité (97%) sont nodulées (pois, haricot, féve, lentille...) par les rhizobia (Maxted
et Bennett, 2001b).

Genus Representative
Saesalpm-mﬂeae< Cassia Senna
Acacia Gum arabic
Mimosoideas
Lupinus Lupins
Arachis Ground nut
bt Phaseolus Common baan
Papllionoideas _'_|: ; Vigna Mungbean
i Giyeine Soybean
-_-_' Cajanus Figeon pea
o Melilotus Sweat clover
L __E S Teifolium Clover

Medicago Barrel medic

_[ @  Pisum Garden pea

:_ Vicia Broad bean

— E & Sesbania Black locust
;'E Lotus Lotus japonicus

Figure 10 : Phylogénie de quelques Légumineuses (Udvardi et col. 2005)

De nombreuses |égumineuses congtituent une source majeure de protéines et d’huiles
végétales (Graham et Vance, 2003) et sont largement cultivées sur I’ensemble de la planéte.
On peut citer par exemple : le haricot (Phaseolus vulgaris), le soja (Glycine max), le pois
(Pisum sativum), le pois chiche (Cicer arietinum), la feve (Vicia faba), le niébé (Vigna
unguiculata), lalentille (Lens esculenta), la cacahuete (Arachis hypoges).

De cefait, les Légumineuses sont parmi les plantes les plus étudiées (Patriarca et col, 2004 ;
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Gage, 2004; Stacey et col, 2006). Notamment, |’émergence de deux plantes modéles : le lotier
(Lotus japonicus ; Handberg et Stougaard, 1992 ; Udvardi et col, 2005) et la luzerne
(Medicago truncatula ; Barker et col, 1990) a permis d’accélérer I’étude des mécanismes de
mise en place de la symbiose.

3-3-Importance

Cette famille &un grand intéré pour I’homme qui utilise ses produits comme diments,
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 acceés privilégié a I'azote de I'air. Par cette symbiose, les
plantes de cette famille saffranchissent de la teneur en azote dans le sol. Ains ces plantes
sont capables de sadapter a des sols trés pauvres, et tres dégradés (Il faut rappeler que tréfles
et luzernes é&aient employés sur les sols en jachére, dans la rotation des culture). (Fermand
Wathan, 1967).

Ces plantes ont donc un r6le amédiorateur des sols, en plus d'un intéré alimentaire.
L'intérét aimentaire est évident : cette famille représente le 2éme rang mondial (derriere les

céréales). On peut citer le soja, leslentilles, les haricots et autres feves...

Les variétés modernes de céréales a haut rendement (riz, sorgho, mais) obtenues par
sélection, sont exigeantes en élément minéraux ; elles épuisent rapidement les sols tropicaux
qui sont, bien souvent, treés pauvres en azotes, en phosphore et en autre élément indispensables
a la croissance des végétaux. Les quantités d’engrais azotés et phosphatés nécessaires a une
amélioration des rendement sont donc élevées et le colt de ces fertilisants généralement
importés des pays développés est incompatibles avec les ressources financieres de la grande
majorité des paysans dans les pays tropicaux, pays en vois de développement pour la plus part.
Par ailleurs, I’éuisement des sols tropicaux, provoqué par une intensification de I’agriculture
et de I’élevage (résultant elle-méme de I’explosion démographique), est souvent aggravé par
I’érosion. Pour cela, une solution consiste & planter des végétaux fixateurs d’azote. Dans le
premier cas, ces végétaux servent d’engrais vert, c'est-a-dire qu’ils sont enfouis dans le sol
par labourage avant de mettre en culture les céréales. Pour le deuxiéme probleme, celui de la
protection des s0ls érodes, les végétaux pionniers utilisés pour fixer les dunes mobiles ou les
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pentes dénudées, en retenant le sol par leur puissant réseau racinaire, ces végétaux peuvent

appartenir alafamille des |égumineuses. (Dommergues, et col 1985).

Quelques espéces ne sont pas dénuées de toxicité (comme par exemple les féeves de
Calabar). L'indigo est fourni par une espece de légumineuses (intérét en teinture).On peut
noter auss l'usage comme insecticide : le roténone, insecticide naturel obtenu a partir de

plantes du genre Derris, est le seul utilisable en agriculture biologique.

3-4- Legenre Hedysarum

Le genre Hedysarum appartient & la sous famille des Papilionaceae qui est trés
répondus dans le monde, pousse sur des sols variés et dans des conditions climatiques
différentes, et présent ainsi une grande diversité. Les especes de ce genre sont rencontrées a

I’état naturel dans tout le bassin méditerranéen, en particulier en Afrique du Nord.

Ces espéces d’intérét agronomique, grace a leur qualité fourragere et leur capacité a
améliorer la fertilité des sols par fixation de I’azote atmosphérique, peuvent étre exploitées
dans la valorisation des régions dégradées, surtout dans les zones arides et semi-arides
(Hannachi et col., 2004).

Le genre Hedysarum renferme des espéces annuelles ou pérennes, diploides ou
tétraploides, autogames ou allogames (Baattout 1991 ; Boussad et col., 1995).

Il est représenté en Afrique du Nord par des espéces faisant partie du groupe méditerranéen en
présentant un nombre chromosomique de base n = 8 (Quezel et Santa, 1962 ; Pottier-Alapetite,
1979).

En Algérie ce genre comporte dix especes, parmi lesquelles sont des endémiques trés
localisés, comme Hedysarum perrauderianum qui ne se trouve qu’en Algérie (Quezel et Santa,
1962), I’exploitation de Hedysarum, en Algérie, en tant que plante de péturage, est restée trés
limitée; alors que dans les autres pays, tels que I’ltalie et I’Espagne, des programmes
d’améioration conduisent a la sélection de certaines variétés (Bronciarelli et Monotti, 1976).
Voici un tableau comportant les principales especes qui ce trouve en Algérie avec leur

classification.
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Tableau N° 2- Les espéces du genre Hedysarum, rapportées par, Quezel et Santa.(1962)
Greuter, W.(1989) localisées sur le site agérien.

Classification Espéces
Embranchement: spermatophytes | H. aculeolatum
Super Classe : Angiospermes H. boutignyanum
Classe : Dicotylédones H.boveanum
Ordre : Rosales H.brigantiacum
Famille : Fabacées H.carnosum
Genre : Hedysarum H.coronarium

H.flexuosum

H. humile

H.naudinanum

H.palidum

H.perrauderianum

H. spinosiss mum subs capitatum

Les plantes de ce genre sont d’une maniére générale constituée d’un apparell
souterrain robuste portant de nombreuses nodosités fixatrices d’azote et d’un systéme aérien

arameaux dimorphes : tige principale « orthotrope » et ramification latérales « plagiotropes ».

Selon Queze et Santa (1962), le genre Hedysarum L (sainfoin), se caractérise par :
calice en cloche, &5 dents égales ou inégale. Pétales a onglet trés court. Caréne obliquement
tronquée ou arquée vers I’extrémité. Etamines diadelphes (9- 1), a tube fendu en dessus.
Gousse aplatie, divisée en articles monospermes ovales, orbiculaires ou quadrangulaires, se

séparant a maturité. Feuilles imparipennées a deux stipules latérales.

Les espéces spontanées dintérét pastoral et fourrager, particulierement les
[égumineuses, occupent une importante place dans la flore Algérienne. L'une des solutions
indiquées est la valorisation de ces ressources phytogénétiques par leur introduction au
niveau des milieux dégradés (jachéres, parcours, steppe, etc.) et des terres réservees aux
cultures fourragéres. Dans ce sens et afin dutiliser de fagcon adéquate ce matériel végeétal
adapté et réduire les risques d'échecs, plusieurs études de distribution des especes de
Medicago (Abdelguerfi et col., 1988a, 1988b ; Abdelguerfi et Guittonneau, (1989), de
Scorpiurus (Bensalem et col., 1988, 1990), de Hedysarum (Abdelguerfi-Berrekia et col.,
1988, 1991) et de Trifolium (Zatout et col., 1989 ; Zatout, 1995) ont été effectuées a travers
I'Algérie.
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Les espéces du genre Hedysarum sont caractérisées par une diversité considérable qui
concerne aussi bien la morphologie que les aires de répartition de leurs peuplements.
Toutefois, dles sont menacées par une érosion génétique incontestable comme en témoigne
I’extinction de H. humile et la raréfaction de H. flexuosum et H. aculeolatum. Cette érosion
serait accélérée par I’exploitation des cultures, le surpéturage, la dégradation des sols ainsi
que les changements climatiques. Par ailleurs, il semble que cette érosion soit
particuliérement accentuée au Maroc et, & un degré moindre, en Tunisie. L’Algérie parait
moins affectée par cette érosion avec neuf espéces rencontrées parmi les dix ciblées. Cette
richesse suggere que ce pays congtitue un centre d’origine de diversité de ces taxons.
Quoiqgu’il en soit, la diversité de toutes les espéces prospectées est sans doute révélatrice d’un
potentiel génétique important pour une meilleure exploitation agronomique, en particulier la
valorisation des jachéres, la protection des sols marneux et la production fourragere. Il est
donc indispensable d’établir une base de données biologiques et écologiques afin d’éaborer
une stratégie de conservation et de valorisation de la diversité existante. Les travaux en cours
de rédlisation visent I’utilisation des marqueurs moléculaires pour mieux apprécier la
diversité génétique des populations et pour I’amélioration assistée de ces ressources
(Abdelguerfi et Guittonneau, 1989).
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|V-LeMicrosymbiont: les bactéries nodulant les L égumineuses
(B.N.L.)

4-1-Classfication desbactéries nodulant les L égumineuses (B.N.L.)

« Rhizobia » est un terme qui a éé donné aux bactéries du sol qui sont capables
d’induire des nodules sur les légumineuses, et d’y fixer I’azote atmosphérique en symbiose.
Actuellement on préfere subgtituer au terme de « rhizobia », qui est un terme dérivé du nom du
genre Rhizobium, le terme de BNL (Zakhia et col. 2004). En effet, des bactéries appartenant &
différents genres et classes taxonomiques sont aujourd’hui connues pour leur capecité
symbiotique. Ains, les genres Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Ochrobactrum,
Allorhizobium, Azorhizobium, Methylobacterium, Bradyrhizobium, Blastobacter, Devosa
(classe des a-protéobactéries) et Burkholderia et Ralstonia (classe des B-protéobactéries) ansi
que certaines y-protéobactéries (Benhizia et col. 2004), forment actuellement I’ensemble des
bactéries connues comme symbiotes de légumineuse (Zakhia et de Lajudie 2001; Moulin et col.
2001; Chen et col. 2001; Ngom et col. 2004).

Durant les cing derniéres années, on associe au groupe des rhizobia un autre groupe de
non rhizobia, symbionts capables de noduler les racines des |égumineuseset répertoriés dans les
sous-classes de a b et g-proteobacteria (Balachandar et col., 2007). Les sous-classes desa et b
-proteobacteria incluent Methylobacterium nodulans (Sy et col., 2001), Blastobacter
denitrificans (Van Berkum and Eardly, 2002), Devosia $p.(Rivas et col., 2002), Ochrobactrum
lupini (Trujilo et col.,, 2005), Agrobacterium like strains (Mhamdi et col., 2005),
Phyllobacterium trifolii (Valverde et col., 2005) , Herbaspirillum lustianum (Valverde et col.,
2003), Ralstonia taiwanenss (renamed as Cupriavidus taiwanenss) (Chen et col., 2001),
Burkholderia tuberum, Burkholderia phymatum (Vandamme et col., 2002), Burkholderia
cepacia (Rasolomampianina et col., 2005). Le peu des g-Proteobacteria décrites actuellement
et rapportés par Benhizia et col. (2004), sont des bactéries associés aux nodules des especes de
l[égumineuses du genre Hedyarum. Alors que les Iégumineuses nodulées par les a et b -

proteobacteria présentent une grande diversité.

La particularité de ces microorganismes, auss bien les rhizobia que les non-rhizobia,
donc les bactéries nodulant les légumineuses (B.N.L.) sont capables de s’associer aux racines
de ces plantes avec la plupart des espéces de légumineuses en formant des nodosités sur les

racines dont lesquelles ils réduisent |'azote atmosphérique en ammoniac. La formation de
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nodule est contrdlée par des molécules de sgna bactériennes extracellulaires, appelées des
facteurs Nod, qui sont reconnus par la plante hote (Lerouge et col., 1990; Schultze et
Kondorosi, 1998).

D’un point de vue morphologique et microscopique les bactéries nodulant les
l[égumineuses (BNL) se présentent sous forme de bétonnets & Gram négatif, mobiles (gréce a
un flagelle polaire ou subpolaire ou 2 a 6 flagelles péritriches) (Werner, 1992), avec des
dimensions approximatives de 0.5 & 0.8 um de largeur et 1.3 4 3.0 pum de longueur. Ils se
développent facilement dans un milieu de culture proche de la neutralité avec une source de

carbone et une source d’azote, a une température optimale de croissance de 28 + 2°C.

Somasegaran et Hoben (1994) ont indiqué que les BNL se trouvent sous deux formes:

- une forme végétative (non bactéroide) : ce sont des micro- organismes réguliers que
I’on trouve dans la rhizosphére et ou dans le cordon d’infection, trés mobiles quand ils sont
jeunes.

- une forme bactéroide : chez les groupes Rhizobium leguminosarum bv trifoli, Ensifer
meliloti (anciennement Rhizobium meliloti), les individus sont irréguliers et ont une taille & peu
prés 10 fois plus grande que ceux de la forme végétative. Par contre il n’existe pas de
différence de taille entre les deus formes réguliéres chez le Rhizobium des groupes Vigna et

Lotus.

Pour les bactéries, le peu de critéres phénotypiques a limité la connaissance des liens de
parenté entre les microorganismes. Ainsi I’identification d’une bactérie constitue un des
aspects les plus délicat mais, néanmoins, des plus importants. Différents schémas de
classification ont existé qui reflétaient I’état des connaissances du moment, en particulier le
Manuel Bergey’s (Krieg et Holt, 1984), qui était basé sur I’observation au microscope et sur les
différents tests biochimiques. Depuis une vingtaine d’années, la taxonomie bactéienne a
beaucoup évolué gréce I’avénement des méthodes de typage moléculaire. Ces méthodes

permettent d’évaluer les relations phylogénétiques entre les microorganismes.

La classification des BNL, comme celle des autres espéces bactériennes, est constamment
remise en question (Vandamme et col.1996 ; Stackebrandt et col. 2002). Les nouvelles
taxonomies sont basées sur des données polyphasiques qui prennent en considération tous les
facteurs discriminatoires déterminés par les différentes méhodes (Taxonomie numérique,
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profils protéique, hybridation ADN-ADN, ADN-ARN, PCR des ARNr 16S et 23 S, PCR de
PITS ....) (Figure 11)

Avant, Jordan (1982) a reclassé les BNL, sur la base de leur vitesse de croissance in
vitro et d’un ensemble de caractéres phénotypiques, dans 2 genres: le genre Rhizobium révisé
comprenant les souches a croissance rapide et le nouveau genre Bradyrhizobium les souches a
croissance lente.

L’étude des caractéeres phénotypiques a permis de différencier les Rhizobium suivants :

- le grand groupe de Rhizobium qui nodule les racines de Iégumineuses et y fixe I’azote
atmosphérique, caractérise notamment par une croissance rapide sur milieu YMA (Yeast
Mannitol Agar).

-Bradyrhizobium qui nodule les racines de certaines |égumineuses tropicales et caractérisé
par une croissance lente.

- Azorhizobium qui forme des nodules au niveau des tiges ou racines de légumineuses du

genre Seshania.

Depuis, I’application des techniques de la taxonomie polyphasique, et notamment
I’utilisation de I’ADNr 16S comme marqueur taxonomique, la classification des BNL
s’enrichit chaque année de plusieurs especes, au fur et a mesure de I’exploitation de la diversité
des bactéries symbiotiques associées aux légumineuses. Actuellement, le groupe des rhizobia
ou bactéries nodulant les Iégumineuses (BNL) compte prés de 60 espéces, respectivement
décrites dans 11 genres bactériens de I’ordre des Rhizobiales de la sous classe o des
protéobactéries et 3 genres de I’ordre des Burkholderiales de la sous classe B des
protéobactéries (Zakhia et de Lajudie, 2001, Moulin et col 2001, Ngoum et col., 2004, Chen et
col., 2001, et Baachandar et col., 2007).

Les espéces de la sous classe o gppartiennent aux familles des Rhizobiaceae (genres
Rhizobium, Sinorhizobium , Allorhizobium) , des Phyllobacteriaceae ( genres Mesor hizobium,
Phyllobacterium), des Methylobacteriaceae ( genre Methylobacterium) (Sy et col., 2001), des
Brucellaceae (genre Octrobacterum) (Trujilo et col., 2005),, des Hyphomicrobiaceae ( genres
Devosia, Azorhizobium) (Rivas et col., 2002) et des Bradyrhzobiaceae (genres Bradyrhizobium,
Blastobacter) (Van Berkum et Eardly, 2002).

Toutefois, le groupe Rhizobium présentant une grande diversité animée actuellement

par plusieurs espéces. En effet, de Lajudie (1994) a propose, sur la base des éudes de
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[’homologie de I’ADNr 16S, un groupe qu’il a désigné séparément sous le genre
Snorhizobium. Ce nouveau genre regroupe les especes S. mdliloti, S. saheli, S. terangae, S.

arbori , S.fredi , S .xinjiangense, S .kostiense et S. medicae.

De Laudie et col. (1998), utilisant la technigue de PCR-RFLP de I’ITS de ADNr
différencient une autre espéce qui présente une homologie de 96.2% avec le groupe Sinorhizonium
mais qui se rapproche beaucoup plus de I’espéce  Agrobacterium vitis. A tel point qu’ils I’ont

rattaché au genre Agrobacterium.

Récemment, une autre espéce de Phyllobacterium: P. trifolii a éé isolée a partir des
nodules de la légumineuse Trifolium pratense sur le sol espagnol (Valverde et col, 2005).
Ngom et col. (2004) ont pu isolé Ochrobactrum apartir nodules de Acacia mangium,

Ochrabactrum lupini  des nodules de Lupinus honoratum par Trujilo et col (2005).

Les espéces de la sous classe B appartiennent a la famille des Burkhoderiaceae et aux
genres Burkhoderia (Burkholderia tuberum, Burkholderia phymatum par Vandamme et col, 2002,
Burkholderia cepacia par Rasolomampianina et col, 2005), Ralstonia (Wautersia) (Chen et col
2001 ; Vaneechoute et col 2004) et Herbaspirillum (Vaverde et col 2003) . Par ailleurs chez les
y-Proteobacteria, des souches appartenant aux genres Pantoea, Enterobacter, Escherichia ,
Leclercia et Pseudomonas ont éé isolées chez les plantes du genre Hedysarum par Benhizia et col.
(2004) ; en effet, les profilsd'’ARDRA et I’analyse de I'empreinte digitale de RAPD de ces micro-
symbionts montrent que les nodules formés sur ces |égumineuses sauvages ne sont pas des espéces
appartenant au groupe de rhizobia mais incluent beaucoup d’espéces gamma-Proteobacteria a
savoir, Enterobacter kobei, Enterobacter cloaceae, Leclercia adecarboxylata, Pantoea

agglomerans, Escherichia vulneris et Pseudomonas sp.
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Figure 11 : Pouvoir discriminant des différentes techniques de la taxonomie polyphasique (d’apres
Vandamme et al. 1996, modifié par Zakhia et de Lajudie, 2001).
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Tableau N°3: Classification des bactéries nodulant les Légumineuses et fixatrices d’azote symbiotique

des Iégumineuses, d’aprés ICSP Subcommitee on the Taxonomy of Rhizobium and Agrobacterium

(18 Aot 2007)

Espéece Plante- hote Réference
Classe :Alphaproteobacteria
Ordre :Rhizobiales
Famille :Rhizobiaceae Frank.,1879

Genre :Rhizobium
R.leguminosarum
biovar viciae

biovar trifolii
biovar phaseoli
R.tropici
Typell A
Typell B
R. etli
biovar phaseoli

biovar mmosae
R.hainanense

R.gallicum
biovar gallicum
biovar phaseoli
R mongolense
R. galegae
biovar orientalis
biovar officinalis

R. giardinii
biovar giardinii
biovar phaseoli
R. huautlense
R.indigoferae
Raullae
R. loessense
R. yanglingense

R. daejeonense
R. celluloslytcum

Pisum sativum,Vicia
Lathyrus, Lens
Trifolium pratense
Phaseolus wulgaris L

P.wilgaris L.,Leucaena
P.wilgaris L.,Leucaena

Phaseolus wulgaris,
Leuceana

Mimosa affinis
Desmodium sinuatum et
autres plantes de région
arides

Phaseolus vulgaris L.
Phaseolus wulgarisL.
Medicago ruthenica

Galega orientalis
Galega officinalis

Phaseolus wulgaris L
Phaseolus vulgaris L.
Sesbania herbacea
Indigofera

Hedysaum coronarium
Astragalus, Lespedeza
Coronilla,Amphicarpaesa,
Gueldenstaedtia Bioreactor
Nod+ on Medicago sativa

Frank,1879 ;Jordan.,1984
Frank,1879 ;Jordan.,1984

Frank,1879;Jordan.,1984
Frank,1879;Jordan.,1984

M artinez-Romero €t col ., 1991
M artinez-Romero €t col.,1991

Segoviaet col., 1993;
Hernandez-L ucas €t col.,1995

Wang et col., 1999
Chen €t col., 1997

Amarger et col., 1997
Amarger et col. ,1997
Amarger et col. ,1997
Van Berkum et col , 1998
Lindstrom, 1989

Radeva et col.,2001
Radeva et col .,2001; Zakhia
et col., 2004

Amerger et col. ,1997
Amerger et col. ,1997
Amerger et col. ,1997
Wang et col. , 1998

Ws €t col. , 2002
Squartini et col . , 2002
We €t col. , 2003

Tan et col. , 2001

Quan et col. ,2005
Garcia- Fral et col .,2007
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Genre : Sinorhizobium
S mdiloti
biovar meliloti

biovar acaciae
biovar medicaginis
Sfredii

chemovar fredii

chemovar siensis
Snorhizobium xinjiangense
S sahdense

biovar acaciae

biovar sesbaniae
S terangae

biovar acaciae
biovar sesbaniae

S medicae

S Kostiense

S morelense

S americanum

S arboris

S Kummerowiae

S adhaerens

Genre: Allorhisobium
A. undicola
Famille : Phyllobacteriaceae
Genre : Mesorhizobium
M. loti
M. huakuii
biovar loti
M. ciceri
M. tianshanense

M.mediterraneum

. plurifarium

. amorphae

. chacoense

. temperatum

. Septentrionale

. thiogangeticum
M.albiziae

Genre : Phyllobacterium
P. trifolii

=L

Medigaco, Melilotus,
Trigonella

M. Lasciniata, M. Sauvagei

Glycine max
Glycine max
Glycine max
Sesbania gp
Acacia spp

Sesbania gp

Acacia spp

Sesbania gp

Medicago spp

Acacia, Prosopis
Leucaena leucocephala
Acacia

Acacia, Prosopis
Kummerowia stipulacea
Sesbania, Medicago

Neptunia natans

Lotus corniculatus
Astragalus sinicus, Acacia spp

Cicer arietinum
Glycyrrhiza pallidiflora et
autres plantes tropicales
Cicer arietinum

Acacia, Prosopis
Amorpha fruticosa
Prosopis alba

Astragalus adsurgens
Astragalus adsurgens

s0il (India, Clitoria ternatea)
Albzia kalkora

Trifolium pratense

Chen et col. ,1988; de Lgudie
et col., 1994

Dangeard.,1926; et Jordan.,
1984; de Lgjudie et col. , 1994
Villegas et col ., 2006

Baet col. , 2002

Bena et col, 2005;Villegas et
col. , 2006

Scholla et Elkan., 1984; de
Lajudie et col.,1994
Scholla et Elkan.,1984
Scholla et Elkan., 1984
Chen €t col.,1988

de Lajudieet col., 1994
Boivin et Giraud., 1999
Boivin et Giraud., 1999
de Lagjudie et col., 1994 ;
Truper et de Clari., 1997
Lortet et col.,1996
Lortet et col.,1996
Rome et col.,1996

Nick et col., 1999

Wang et col., 2002
Toledo et col.,2003
Nick et col., 1999

Wei €t col., 2002
Casida., 1982

delgudie et col., 1998b
delgudie et col., 1998b

Jarvis et col., 1982
Chen €t col., 1991
Turner €t col.,2002
Nour €t col.,1994
Chen €t col.,1995

Nour €t col.,1995
delgudie et col., 1998a
Wang et col ,1999
Velasquez, 2001

Gao €t col,. 2004

Gao €t col,. 2004
Ghosh et Roy., 2005
Wang et col .,2007

Valverde et col., 2005
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Famille : M ethylobacteriaceae
Genre : Methylobacterium
M. nodulans

Famille : Brucellaceae

Genre : Ochrobactrum sp.
Ochraobactrum sp.
Ochrabactrum lupini

Famille :Hyphomicrobiaceae
Genre : Azorhizobium

A. caulinodans

A. johannense

Azorhizobium sp

Genre : Devosia
Devosia neptuniae

Famille : Bradyrhizobiaceae
Genre : Bradyrhizobium
B. japonicum
biovar genistearum
biovar glycinearum
B. elkanii
B. liaoningense
biovar glycinearum
B. yuanmingense
B. betae
B. canariense
biovar genistearum
biovar glycinearum
Bradyrhizobium sp

Genre : Blastobacter
B. denitrificans

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

B. caribensis

B. cepacia

B.tuberum

B. phymatum

Genre : Wautersia(Ralstonia)
W. taiwanens's

Genre : Herbaspirillum

Crotalaria spp

Acacia mangium
Lupinus albus

Seshania rostrata
Seshania rostrata
Seshania virgata
Sesbania rostrata

Neptunia natans

Glycine max. Glycine soja
Glycine max
Glycine max, Glycine soja

Lespedeza spp
Bata wulgaris

Genisteae et Loteae
Vigna, Lupinus, Mimosa,

Acacia, Aeschynomene

Aeschynomene

Machaerium lunatum,
Aspalatus
Alysicarpus glumaceus
Aspalatus carnosa
Aspalatus carnosa

Mimosa spp

Sy et col, 2001; Jourand et
col., 2004

Ngom et col ., 2004
Trujillo et col .,2005

Dreyfus et col., 1988
Dreyfus et col., 1988
Dreyfus et col., 1988
Rinaudo et col .,1991

Rivas et col.,2002.,2003

Jordan, 1982

Kirchner 1896;Jordan 1984
Vinuesa et col.,2005b
Vinuesa et col.,2005b
Kuykendall et col,1992

Xu €t col,1995

Vinuesa et col,2004

Y ao €t col.,2002

Rivaet col.,2004

Vinuesa et col.,2005b
Vinuesa et col.,2005b
Jordan.,1982,Dupuy et
col.,1994 Alazard.,1985,
Young et col., 1991

Van Berkum et Eardly.,2002

Moulin €t col.,2001

Vandamme &t col.,2002
Vandamme &t col.,2002

Chen €t col.,2001,
V aneechoultte et col .,2004

35




Synthese bibliographique

H. lusitanum

Classe : Gamma-
Proteobacteria
Ordre: Enterobacteriales

Phaseolus vulagris

Hedysarum carnosum,
Pantoea agglomerans H. Spinosissmum,
Enterobacter Kobei H. Pallidum,
Enterobacter cloacae
Leclercia adecarboxylata
Escherichia wilneris
Ordre: Pseudomonadales Hedysarum carnosum,
Pseuomonas sp. H. spinosissimum,

H. pallidum

Valverde et col., 2003

Benhizia et col.,2004

36




Synthese bibliographique

4-2- Coxistence des bactéries avec desrhizobia danslesnodules des

légumineuses

L'appui de la microscopie éectronique et I’immunofluorescence pour I’examen des
nodules a beaucoup contribué a la connaissance des bactéries nodulant les légumineuses. En
effet cette nouvelle importance réside dans diverses études qui ont couplé |”approche visuelle
avec la caractérisation moléculaire des symbionts (Muresu et col, 2008). La stratégie
traditionnelle étudiait le nodule-symbiont microbien comporte I’isolement et culture des tissus
internes des nodules stérilisées (Vincent, 1970). La description des associations symbiotiques
pour les diverses Iégumineuses donc a traditionnellement compté, comme un point de départ,
sur la culturabilité de microsymbiont bactérien dans le nodule une fois ensemenceé sur Y east
Mannitol Agar (YMA). Malgreé la transformation physiologique des formes végétatives a la
forme bacteroide qui ne se divisent pas, il est observé que le rhizobia sont régulierement
trouvés dans les nodules. Ceci implique que quelques formes végétatives n'ont pas subi la
conversion en bactéroide (Paau et col, 1980; Timmers et col, 2000), ou quelques bactéroides
peuvent étre réanimé de nouveau al'état culturable, ou tous les deux possibilités.

Des éudes récentes montrent I”apparition de certaines bactéries autres que des rhizobia,
qui pouvaient noduler certaines légumineuses; ces derniéres appartiennent a desa, 3, et vy -
Proteobacteria, et mettent en évidence I”aspect « non cultivable » des rhizobia dans les nodul es.
En effet il savére que chez certaines |égumineuses, notamment du genre Hedysarum, les
souches de rhizobia sont associées aux nodules avec d’autres bactéries endophytes
(Baachandar et col, 2007, Muresu et col, 2008, et Zakhia et de Lajudie, 2006 Benhizia et col.
2004).

Ainsi, la culturabilité semble étre une exception plutdt qu’un état habituel. 1l devrait
noter, cependant, que lisolement des taxa inattendus des nodules peuvent souvent étre
négligés (Zakhia et col 2006).

Brundu et col (2004) ont examinés 15 espéces sauvages de Medicago en Sardaigne et
isolées 125 bactéries de ces nodules: seulement 29 pouvaient re-noduler leurs plante-hotes, les
94 isolats restants étaient des saprophytes.

Dans d'autres cas I'andyse des nodules de quatre espéces de Hedysarum examinées en
Algérie, par PCR directe du jus de nodule indique la présence des groupes non- rhizobials, et
met en évidence I’absence du Rhizobium, les « résidents » culturables des nodules, et la
présence de Pseudomonas, Enterobacter, Pantoea et d'autres, qui produisent une pseudo-

culture de croissance au lieu des colonies d'isolement (Benhizia et col, 2004). D’autre part en
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utilisant I”anal yse des oligonucléotides des genes nodC et nifH par Bontemps et col. (2005), sur
deux bactéries g-proteobacteria isolées & partir de H. Pallidum et H. spinosissimum de
Benhizia et col, 2004, r’indique aucune détermination génétique (genes nod et nif) de
nodulation ou de la fixation d’azote, cependant, I'abondance de ces endophytes bactériens au
sein des plantes suggere que d’autres types d’interaction.

Ben Romdhane et col (2005) ont employe une PCR directe en étudiant les symbionts
de Acacia tortilis en Tunisie, 25,8% des bactéries isolées s’averent des non- rhizobia. La
méme observation est constatée par Zakhia et col. (2004 et 2006) ou les différents taxa
bactériens trouvés dans les nodules des légumineuses, pourrait également représenter la
croissance d'endophytes dans des nodules.

Certaines données ont prouvé que les divers endophytes des nodules sont le plus
souvent représentés par quelques colonies, permettant I'identification de Rhizobium non-
cultuvable par PCR directe des nodules, dans les nodules de quelques espéces de plantes (H.
spinosissimum et T. purpureus). (Muresu et col. 2008).

Il est possible que les endophytes divers que le rhizobia et les endophytes non
culturable dans les nodules de Iégumineuses cohabitent, |e nodule peut produire les composés
antagoniques affectant négativement le rhizobia (Muresu et col. 2008), et/ou peut déclencher
la réponse systémique de la défense de la plante ayant pour résultat la production des
composes inhibiteurs tels que I'acide salicylique (De Meyer et col , 1999) dont les symbionts
rhizobial pourraient avoir une sensibilité différentielle. En effet, quelques bactéries non-
pathogenes eux-mémes produisent les quantités suffisantes de I'acide salicylique (De Meyer et
col. 1999; Audenaert et col, 2002).
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1-1solement des bactériesa partir desnodules
1-1- Collectedes nodules

La collecte des nodules est réaliste a partir des racines de la plante Hedysarum
perrauderianum située dans la zone de Sétif (Ain Oulmane).

C’est une légumineuse fourragere endémique décrite par Quezel et Santa (1962) comme une
plante basse, sous-frutescente, avec des fleurs en grappe allongée purpurines plus ou moins

violacées.

Tl

Figurel2 - La légumineuse Hedysarum perrauderianum (Ain oulmane, W. Sétif).

La collecte est rédisée selon les techniques préconisées par Vincent, JM. (1970) et
Somasegaran, P. et J. Hoben (1994). Il s’agit de creuser environ 15 cm autour de la plante et
20cm dans le sol pour extraire la plante et son appareil racinaire. Manuellement, on se
débarrasse de laterre au niveau des racines sans toutefois endommager les nodules. Lesracines
avec leurs nodules sont lavées délicatement des restes de terre al’eau de robinet (Figures 13 et

14).

Figure 13 - Collecte des nodules (Photo D.P. Beck, 1993)
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Figure 14 - Ringage des racines et nodules (Photo D.P. Beck, 1993)

1-2- Conservation des nodules

Les nodules séchés au papier filtre sont conservés immédiatement au réfrigérateur & 4° C
pour un usage immédiat. Pour une longue conservation, il est recommandé d’utiliser un
dessiccateur, le chlorure de Calcium (CaCly) (Vincent, J.M., 1970) (Figure 15).

Figure 15 - Conservation des nodules (Photo D.P. Beck, 1993)

Sur chague flacon sont mentionnées le nom de la plante, date et lieu de collecte, et la date de

conservation.

Figure 16 - Echantillon de nodules de Hedysarum perrauderianum (aprées collecte)
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1-3- Stérilisation desnodules

Si les nodules sont conservés dans un agent dessicatif, ils sont auparavant mis dans
I’eau au réfrigérateur toute une nuit. Les nodules sont immergés 5 a 10 secondes dans I’ éthanol
absolu puis transférés dans une solution de Chlorure de Mercure (HgCly) acidifié a 0.1% (p/v)

pendant 3mn, ensuite sont rincés 10 fois al’eau distillée stérile (Vincent, J.M.,1970).

1-4- Isolement desbactériesa partir desnodules

L’isolement est réalisé selon la méthode de Vincent, J.M. (1970). Les nodules stériles
sont écrasés individuellement dans une goutte d’eau distillée stérile dans une boite de Pétri
stérile. L opération est réaisée dans des conditions d’asepsie totale (hotte a flux laminaire,
pince flambée, ...). A I’ade 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 Y east-Mannitol-Agar
(YMA, Vincent, JM., 1970) additionné de rouge Congo (Annexes 1). L’ensemencement est
réalisé selon la technique des quatre cadrans de maniéere a avoir des colonies isolées et donc
faciles & caractériser. Les mémes nodules sont ensemencés sur une boite de milieu Glucose
Peptone Agar additionné de pourpre de bromocrésol (GPA au BCP. Annexes 1). Les boites

sont incubées trois jours & 28°C.

1-5- Observations des colonies et conservation desisolats

Les colonies ayant peu absorbé le rouge Congo sur milieu YMA et nayant pas
acidifié le milieu GPA (virage du BCP au jaune) sont prises en considération. Ces colonies,
propres aux bactéries nodulant les Légumineuses, en particulier le genre Hedysarum
(Benhizia et col, 2004 ; Torche, A., 2006). Une observation microscopique (coloration de
Gram) et un examen morphologique des colonies sur milieu YMA sont réalisés sur les isolats
avant d’étre conservés sur YMA tamponné avec du CaCOs (3g/l) en tube incliné (Vincent,
JM.; 1970 ; Beck et col.1993). Aprés incubation les souches sont stockées au réfrigérateur

en vu de leur caractérisation.
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Tableau N°4 — Isolats et Souches de référence utilisés

Souches Plante- héte Origine Source
géographique
A6 Rhizobium sullae sp. H.coronarium Constantine, A. Benguedouar-
nov. RHA6 Algérie Constantine
HS1 | Pseudomonas sp. NZ096 | H spinossissimum. Constantine, Y .Benhizia- Cne
ssp.capitatum Algérie
HP7 | Enterobacter kobel H.pallidum Setif, Algérie Y .Benhizia- Cne
Hcal |Pseudomonas sp.KD H.carnosum Biskra, Algérie | Y.Benhizia- Cne
HnA | Pantoea agglomeans H.naudinianum Setif, Algérie A.Torche-Cne
Hperl Notre éude H. perrauderianum Sétif - Algérie Cette étude
Hper2 Notre éude H. perrauderianum Sétif - Algérie Cette étude
Hper3 Notre é&ude H. perrauderianum Sétif - Algérie Cette étude
Hperd Notre éude H. perrauderianum Sétif - Algérie Cette étude
Hper5 Notre é&ude H. perrauderianum Sétif - Algérie Cette étude
Hper6 Notre é&ude H. perrauderianum Sétif - Algérie Cette étude
Hper7 Notre é&ude H. perrauderianum Sétif - Algérie Cette étude
Hper8 Notre é&ude H. perrauderianum Sétif - Algérie Cette étude
Hper9 Notre éude H. perrauderianum Sétif - Algérie Cette étude
Hper10 Notre é&ude H. perrauderianum Sétif - Algérie Cette étude

2- Caracté&rigtiques métaboliques desisolats

Un certain nombre de caractéres physiologiques et métaboliques propres aux bactéries
associees aux nodules des légumineuses, en particulier les rhizobia, sont recherchés. En citant
la bibliographie spécifique (Jordan, 1984 ; Vincent, J.M., 1970, 1982 ; Somasegaran et Hoben,
1994) il sagit d’une part des tests distinctifs entre le genre Rhizobium et le genre
Agrobacterium, et d’autre part la recherche d’enzymes métaboliques associés au processus de
nodulation de la plante héte par les bactéries.

Dans le premier cas, il Sagit de vérifier la vitesse de croissance des isolats pour la distinction
entre les souches a croissance rapide et les souches a croissance lente sur milieu YMA
contenant du Bleu de Bromothymol, de tester I’absorption du rouge Congo faiblement
concentré sur milieu YMA par lesisolats, d’évauer la précipitation du Ca-glycérophosphate, la
croissance sur milieu au lait tournesolé (Litmus milk), et la production de 3-cétolactose sur

milieu lactosé.
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Dans le second cas on recherche certains enzymes intervenant dans la phase d’infection des
racines de plantes par les souches bactériennes, notamment la pectinase (polygalacturonase),

la cellulase (endoglucanase), la nitrate réductase et |’ uréase.

2-1- Vitesse de croissance, absorption du rouge Congo et coloration au Calcofluor

Les bactéries nodulant les légumineuses, en particulier les rhizobia, présentent deux
types de croissance : les bactéries & croissance lente (genre Bradyrhizobium) et les bactéries
a croissance rapide (genres Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, ...). Pour cela on
cultive nos isolats et les souches de référence sur milieu YMA + bleu de bromothymol
(Annexes 1). L gptitude a modifier le pH en 24h distingue les bactéries a croissance rapide de
celles a croissance lente dont I”acidification du milieu est tardive (aprés 5 a6 jours).
Les colonies typiques aux rhizobia absorbent faiblement le rouge Congo (Jordan, 1984 ;
Somasegaran et Hoben, 1994) par rapport aux contaminants ou les souches occupant le
nodule sans fixation de I’azote. Le test consiste & cultiver les isolats et souches témoins dans
lemilieu YMA contenant 0,0025% de rouge Congo et incuber dans I’obscurité a 28°C.
La mgorité des souches de Rhizobium produisent des polysaccharides exocellulaires solubles
dans I’eau et le principal constituant est un hétéropolysaccharide acide (80-90%) qui présente
des liaisons b1-3 et/ou b1-4 entre ces constituants pariétaux. En soumettant les souches et
isolats au Calcofluor (Fluorescent Brightener 28, Sigma), les colonies qui présentent cette
caractérisique apparaissent fluorescentes sous ultraviolet (Jordan, 1984 ; Struffi et col. 1998).
Les bactéries sont cultivées sur milieu Blll (Dazzo, 1984) (Annexes 1) contenant 0,02% de
Calcofluor et incubées 4 jours a 28°C et observer sous lumiére ultraviolette. Les colonies
fluorescentes sont considérées positives.

2-2- Testsdistinctifs entre Rhizobium et Agrobacterium

a) Test du 3-Cétolactose (Bernaerts et De Ley, 1963)

Ce test permet de distinguer les colonies de Rhizobium et de Agrobacterium dont seul
cedernier produit I’enzyme, une 3-cétoglucosidase, sur les milieux successifs suivants :

Les souches sont mises en culture a28°C pendant trois jours sur le premier milieu suivant :

Milieu1:
Extrait delevure 10g
Glucose 20g
Carbonate de calcium 20g
Agar 18g
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Eau distillée 1000 ml

Une anse de ce milieu est repiquée sur milieu solide contenant :

Milieu 2 :
Lactose 10g
Extrait delevure 1g
Agar 18g
Eau distillée 1000 ml

Les boites sont incubées 48 heures &428°C.
La révélation est mise en évidence par I’inondation des boites avec le réactif de Benedict a
température ambiante:

Réactif de Benedict :

Citrate de sodium 173g
Carbonate de sodium anhydre  100g
CuS045H20 17.3g
Eau distillée 1000 ml

La présence de cet enzyme se manifeste apres environ 1 heure par la formation d’un halo
jaune de Cu,O de 2 a 3 cm de diamétre autour des colonies sur un fond bleu du réactif de
Benedict.

b) Précipitation du Ca- Glycérophosphate

Pour les mémes raisons que précédemment les souches et isolats sont mis en culture
sur milieu au Mannitol-Calcium-Glycérophosphate (Annexes 1).
Sur ce milieu, Agrobacterium donne des colonies entourées par un hao brunétre et un
précipité clair (probablement du phosphate tricalcique), alors que les souches du Rhizobium

ne donnent lieu a aucun brunissement (réaction négative).

c) Croissance sur LitmusMilk (Lait Tournesolé) (Vincent, 1970 ; Jordan, 1984)

Selon Vincent (1970) les réactions sur le milieu au lait tournesolé permet de
distinguer les formes non-rhizobiales et contaminants qui ont une croissance rapide
accompagnée par une décoloration du tournesol.

La mise en évidence d’une protéolyse acide ou alcaline, se manifeste par un halo clair autour
des colonies (développement d’une zone de digestion du « s&rum » caractéristique des

souches de Rhizobium.
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Pour la préparation du milieu, une solution contenant 20 g de lait tournesolé dans 100 ml
d’eau digtillée et une autre solution contenant 3 g d’agar dans 100 ml sont stérilisées
séparément & 110°C pendant 10mn. Refroidies & 50°C, les deux solutions sont méangées
pour constituer le milieu de culture.

Les bactéries sont ensemencées sur boites et incubées a 28°C pendant 15 a 20 jours. Il
ed mis en évidence la formation d’une zone de protéolyse claire autour des colonies.

L acidification du milieu est en outre accompagnée de |I’apparition d’une couleur rose.

2-3- Recherche des enzymes

Le but est de recherche la présence de certains enzymes qui jouent un rdle lors du
processus d’infection (nodulation) des racines par les bactéries, particulierement la
polygalacturonase, la cellulase, la nitrate-réductase et & un degré moindre I’uréase, et la

présence d’une b-galactosidase.

a) Réduction des nitrates

Les bactéries sont mises en culture sur milieu liquide Tryptone-Yeast-Agar (TY)
(Beringer, 1974) (Annexes 1) contenant 0,1% de KNOsz (p/v) pendant 4 jours avec
agitation. Au terme de I’incubation & chaque tube on gjoute les réactifs nitrate réductase 1
(Acide sulfanilique dans I’ acide acétique 5M) et nitrate réductase 2 (a-naphtylamine dans
I’acide acétique 5M). L’apparition d’une coloration rouge indique que les nitrates sont
réduits en nitrites. Un résultat négatif nécessite I’addition d’une pincée de zinc métalique
et observer apres quelques minutes la teinte obtenue.

b) Activité cellulosique (Struffi et col, 1997)

La détermination de la présence d’une activité endoglucanasique est réadisée selon la
méthode modifiée du rouge Congo de Teather et Wood (1982), composé capable de se lier de
maniere stable & une molécule non dégradable de Carboxyméthyicellulose (CMC). Une
colonie bactérienne est mise en culture pendant 5 jours sur boite de milieu Blll (Dazzo, 1984)
contenant 0,25% de CMC. Aprés incubation a 30°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 & 30°C. La solution du colorant est remplacée par une solution de NaCl 1 M ; les
boites sont ensuite abandonnées a température ambiante puis vidées. Un halo jaune-orangé

entoure les colonies qui montrent une présence de I’enzyme.
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c) Activité pectinolytique (Struffi et col 1998)

Les souches bactériennes sont cultivées sur milieu YMA dont le mannitol est
remplacé par I’Inositol 0,1% et additionné de 0,2% de pectine (Na-polygalacturonate), puis
sont incubées & 28°C pendant 7 jours. Aprés incubation, les boites sont rincées délicatement
avec |I’eau courante puis avec une solution de rouge de ruthénium 0,05% pendant 30mn.

Un halo décoloré autour des colonies indique une activité polygalacturonasique.

d) Hydrolyse de’urée (Somasegaran et Hoben, 1994)

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.

€) Larecherche dela p-galactosidase
La B gaactosidase est un enzyme inductible, c’est-a-dire qu’elle n’est synthétisée que
lorsgue le lactose a pénétré dans la cellule bactérienne ; il suffit de quelques molécules de

lactose intracellulaire pour que la synthése de la 3 galactosidase ait lieu.

Pour rechercher cette enzyme, la bactérie est cultivée pendant 24 heures sur milieu lactosé &
1% (Kligler). Aprés incubation, al’aide d’un 6se on fait une suspension bactérienne épaisse
dans 0.5ml d’eau distillé dans un tube a hémolyse. Laparoi bactérienne est rendue perméable
par adjonction d’une goutte de toluéne. Ensuite on ajoute au contenu du tube un disgque
d’ONPG (orthnitro-phényl-p-D-galactopyranoside).ce réactif, comme le lactose, possede un
radicale Pgalactosidique. En présence de ce dernier, I’ONPG est hydrolysé en
ornithnitrophénol de couleur jaune et en galactose. La coloration apparait généralement aprés
15 430mna37°C.

46



Chapitre Deux - Matériels et Méthodes

2-4- Testsnutritionnds

a) Utilisation de la sour ce de car bone (Jordan, 1984)

Les souches sont cultivées sur le milieu BlIl ou le mannitol est remplacé par I’'un des
sucres suivants: D- Arabinose, D- Fructose, D- Gdactose, D- Saccharose, D- Glucose, D-
Xylose, 4Sorbitol, Citrate de sodium, Lactose, Matose et Raffinose, a concentration de 0,1%.
Un milieu Bl standard contenant du mannitol est utilisé pour une croissance témoin.
Les tubes sont inoculés avec 2 pl d’inoculum et incubés a 28°C pendant 24 heures, 48 heures
et 72 heures. L’ utilisation des sucres comme source de carbone est étudiée par I’estimation de

la croissance en mesurant la densité optique a 600 nm (D.O.) 600).

b) Utilisation des acides aminés comme sour ce d’azote

Le milieu utilisé pour ce test est le milieu défini 8 (Lindstrom et Lehtoméaski, 1988)
(Annexes 1) exempt de glutamate de sodium et additionné chagque fois de divers acides
aminés: Valine, Tyrosine, Leucine, proline, Thréonine, Isoleucine, Lysine, Glycine, Sérine,
Histidine, Arginine, Phénylalanine, Alanine, Cystéine, Méthionine, Asparagine, Tryptophane.
Un milieu contenant du Na-glutamate est utilisé comme témoin.

Les tubes sont ensemencés puis incubés a 28 °C. La croissance des souches est

évaluée par lamesure de ladensité optique 8600 nm (D.O., s00)-

) Besoin en vitamines (Jordan, 1984)

Afin d’étudier les besoins des souches en vitamines (Jordan, 1984) ; les isolats sont
cultivéssur :
- milieu Blll standard (Dazzo, 1984) (Annexes 1),
- milieu Blll sans vitamines,
- milieu BIIl additionné avec 100ug/l de I’une des vitamines suivants: Thiamine-HCI
et Biotine,

- milieu BIlI additionné des deux vitamines précédemment citées.

47



Chapitre Deux - Matériels et Méthodes

3- Effet des Facteursabiotiques

3-1- Tolérance au Chlorure de Sodium

Pour tester la tolérance de nosisolats et les souches de références au NaCl a différentes
concentrations nous avons utilisé le milieu de Gloux et Le Rudulier (1989) dont la préparation

eg réalisée comme suit :

Solution A : g/l
KH,PO, 0.3
NaHPO, 0.3
MgS0O,7 H,0O 0.1
CaCl,2H,0 0.05
Eau distillée 1000 ml
Solution B : mg/l
H3BO;3 10
ZnS0, 1
CuSO, 1
MnCl, 4H,0 1
FeCl; 6H,0 0.5
Eau digillée 1000 ml
Et
Biotine 29
Acide aspartique 100 mg
Acidelactique 0.74 ¢
Agar 109
Eau distillée 1000 mi

Le milieu est constitué de 100 ml de la solution A et 20 ml de la solution B.

Ajouter I’acide lactique et I’acide aspartique, compléter le volume a 1000 ml et gjuster le
pH a7,0.

Rajouter I’agar et stériliser a 120 °C pendant 20 minutes. La biotine est stérilisée par
filtration est additionnée au milieu.

Le NaCl est rgjouté a la concentration voulue : 20mM, 40 mM, 100mM, 200mM, 400mM,
1M, 1,5M et 2M.

La tolérance au NaCl est étudiée par I’estimation de la croissance en mesurant la D.O.

| 600, @présincubation48h a28°C.
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3-2- Effet delatempérature

Afin d’estimer les températures optimales et maximales de croissance, les souches sont mises
en culture sur le milieu BIlI liquide et incubées a différentes températures : 4°C, 28°C, 30°C,
37°C, 40°C et 45°C.

3-3- Croissance a différents pH
Les souches sont cultivées sur le milieu BIll liquide a différentspH 5.3 ;5.6 ; 5.8 ;6.8 ;
(témoin) ; 7.8 ; 8.8 ; et 9.8. La croissance est évaluée dans chague tube par la mesure de la

densité optique 2600 nm aprés 36 heures et 48 heures d’incubation.

3-4- Résistance intrinseque aux métaux lourds

La contamination des sols par les métaux est tres répandue et I’ origine peut étre diverse:
exploitations industrielles, centrale éectrique, fabrication de pesticides, engrais, boues
d’épuration, ... La préoccupation majeure est la contamination par les métaux lourds qui, a
certaines concentrations, devient néfaste pour les animaux, végétaux et microorganismes.
Plusieurs études ont prouvé que certains métaux lourds, Cadnium, (Sofia Cacoilo et col. 2005),
Plomb, Mercure, Zinc, Cuivre, (Peter M.Kopittke et col. 2005), et autres, peuvent influencer la
croissance et la physiologie des microorganismes. De méme ces métaux affectent les processus
de fixation de I’azote atmosphérique et la nodulation des légumineuses par les bactéries-hotes.
Une certaine attention a é&é donnée aux effets des méaux lourds sur les isolats,
particulierement les rhizobia, en en déterminant leur résistance intrinseque aux métaux lourds.
La concentration minimale inhibitrice est déterminée par la mise en culture des isolats et
souches de référence sur boite de milieu TY (Beringer, 1974) contenant des concentrations
croissantes (de 200 & 5000ng\ml de milieu) des métaux lourds suivants : CuCl,.2H,0, HgCly,
CdCl,.2H,0, ZnCl,, Pb (CH3COO0),, ShOs. Les boites sont mise aincubation a 28°C pendant 5

a7jours.

4- Caractérisation desrhizobia par la sensibilité aux phages (Vincent, 1970 ;
Somasegaran et Hoben, 1994)

La plupart des bactéries peuvent étre infectées par les phages. L’ environnement du sol
abonde de virus qui peuvent infecter les microorganismes. Dans la mesure ou I’interaction

entre phages et leurs hotes est fortement spécifique, elle peut faire I’objet d’outil pour les
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études écologiques des rhizobia. Ces derniers se distinguent par leur résistance et sensibilité
aux bactériophages. Les différents profils de sensibilité résultent d’une soumission des souches
a une gamme de rhizobiophages ce qui permet de distinguer les populations de rhizobia.
L utilisation du typage phagique est possible mais peu appliquée. Cependant le phage s’avére
un outil valable pour le polymorphisme des souches d’un méme sérogroupe. Dans ce chapitre
les phages son isolés des différents sols et serviront donc pour tester la capacité de former des

plages de lyses en présence des souches isolées du méme Ste ou de référence.

4-1- | solement des bactériophages

Faire une récolte d’échantillons de sol 1a ou se cultivent ou se cultivaient les plantes.
Prendre un échantillon de sol delarhizosphére avec tout le matérid racinaire, nodules, ...
Récolter les échantillons de différents sites, mélanger et conserver a4°C jusqu’a utilisation.

Dans des flacons de 150ml mettre 50ml de bouillon Mannitol Nitrate (MNB, Vincent,
1970) (Annexes 1). Inoculer les flacons avec une souche bactérienne. Incuber & 28°C avec
agitation.
Quand la premiére série de cultures est en phase exponentielle de croissance (24 a 48h aprés
inoculation), gouter 1 gr de sol dans chague flacon. S’assurer que chague flacon est inoculé
avec le sol des différents sites, incuber 18-20h a28°C.
Centrifuger la suspension a 10000g 15mn ensuite filtrer le surnagent sur membrane 0.20nm et
0.45um. Le filtrat contient les rhizobiophages qui, par leur taille, passe a travers la membrane
filtrante. Ajouter au filtrat 10ml d’une culture fraiche de chaque souche utilisée. Incuber avec
agitation 18-20h. Centrifuger puisfiltrer. Reprendre I’ opération deux fois.
Le trouble des cultures bactériennes diminue sensiblement 8-10h aprés addition du filtrat
phagique. Le dernier filtrat est la suspension phagique. Répartir le filtrat dans des tubes de

20ml et gjouter quelques gouttes de chloroforme ; conserver a4°C.

4-2- Analyse des phages par la méthode de double couche
Réaliser des dilutions 10" du filtrat phagicue dans du tampon phosphate pH 7,1.

[NaoHPOsanhydre ..................... 14,2 gr]
[Dissoudre dans 800ml d’eau distillée, ajuster lepH a 7,1 avec HCI 0,1N. Compl éer a 1000ml]
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Ajouter 0,1 ml de chaque dilution dans un tube de 2,5 ml de MNA" maintenu & 50°C dans un
bain-marie. Mélanger avec 0,5 ml d’une culture fraiche d’une culture de la souche et couler
immédiatement sur boite de MNA™ et répartir. Faire un témoin avec seulement du tampon
phosphate et la souche (sans filtrat phagique) en agar et coulé sur boite de Y MA.

Laisser les boites 10-15mn puis incuber 24-72h. Observer les plages de lyse et |es dénombrer.

" milieu MNA « mou » avec 0,7% d’agar

** milieu MNA avec 1,8% d’agar

5- Test denodulation (prestations symbiotiques avec la plante-hote)

L’habileté des microorganismes a noduler et a fixer ’azote avec la plante-hdte est un
caractére important et pratique pour les rhizobia ou B.N.L. (bactéries nodulant les Légumineuses)
et doit étre analysé en détail (Graham et coll.1991). Les tests de nodulation doivent étre conduits
dans des jarres traditionnelles de Leonard (Vincent, 1970) ou dans des tubes appropriés (Beck et
coll. 1993). Apres I’isolement et les caractéristiques morphologiques, culturales, biochimiques et
physiologiques, une premiére approche pour identifier les isolats est leur capecité et aptitude a
former des nodules avec la plante-hdte, Hedysarum perrauderianum, en conditions
bactériologiquement contrélées.

Il est utile d’éablir une courbe de croissance des souches qui serviront a inoculer les
plantes.

Figure 17 - Hotte aflux laminaire

5-1- Croissance bactérienne (Somasegaran et Hoben, 1994 ; Vincent, 1970)
Des erlenmeyers de 250ml contenant 100 ml de TY, sont stérilisées a I’autoclave a 120°C

pendant 20mn. Une culture des souches et isolats est réadisée dans des erlens de 250 ml
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contenant 120ml de TY et qui serviront d’inoculums. Apreés incubation 5ml de cet inoculum
vont ensemencer 20 erlens de 250ml contenant 100ml de TY.

La densité optique (D.O. | s40) €3t mesurée & chague heure durant 24h (Somasegaran, 1994). Le
réglage de |’appareil s’effectue avec un milieu TY stérile

18-a-Erlens de 250 ml contenant du TY 18-b- Spectrophotométre

Figure 18 -Dispositif de la mesure de la croissance.

5-2- Préparation desjarresde Léonard (Vincent, 1970)

Des bouteilles en plastique sont coupées latéralement en deux parties. Ces jarres sont
stérilisées sous les hottes a flux laminaire par I’eau de javel concentrée laissées séchées sous
la hotte. La partie supérieure de chaque jarre est remplie d’un mélange de sable et vermiculite
humidifié avec la solution nutritive de Fahreus (Annexes 1) et préalablement stérilisé a
I’autoclave. La partie inférieure du dispositif est remplie de solution nutritive. Les deux
parties de la jarre sont reliées par un cordon de compresse ce qui permet d’aimenter en

continu, par capillarité, la partie supérieure en solution nutritive.

Aluminum foil cover
Growth medium

[¢ ite or sand)

Rubber band

Bottle

Insulation sheath
(paper or aluminum foil)

Nitrogen-free
nutrient i

B—— Rubber band

RS

Cotton rope wick Cotton wool

Figure 19 - Assemblage de Jarre de Léonard (Vincent, 1970)
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5-3 - Stérilisation desgraines

Des graines (ou semis) de la plante H. perrauderianum, sont stérilisées a I’éthanol
95 % pendant 10 secondes puis par une solution d’acide sulfurique concentré pendant 30mn
(ce temps s’explique par le fait que le HSO, est un agent scarificateur efficace). Les graines
sont ensuite rincées 10 fois avec I’eau digtillée stérile. On les laisse imbiber dans le dernier
ringage pendant 5 &6 heures.
Les graines stériles sont mises en germination sur des boites de TYA (Tryptone-Y east-Agar)
semi solide (7g/l d’agar). Les boites sont enveloppées avec du papier aluminium et mises a

germer al’obscurité.

5-4 - Inoculation desjarres
Aprés germination, les graines sont plantées dans le mélange sable-vermiculite (partie
supérieure de lajarre) araison d 2 a 3 graines par jarre , puis inoculées immédiatement avec 2
ml d’une suspension bactérienne en phase exponentielle de croissance (D.O.~1). Deux jarres
ne sont pas inoculées et serviront de témoin.
Enfin les jarres, sont couvertes du papier duminium pendant les premiéres 24 heures
d’inoculation et placées dans une chambre de croissance a température ambiante pendant huit

semaines.

Figure 20 - Jarre de Léonard
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6-Détermination des profils protéiques sur SDS-PAGE (Laemmli, 1970)

6-1- Introduction

L électrophorése des protéines sur gel de polyacrylamide en présence de Sodium
Dodécyl sulfate (SDS-PAGE) (Kesters et de Ley, 1980 ; Kesters, 1985) a été trés utilisée dans
le passe, car elle est rapide et puissante et permet d’une part de comparer des souches
bactériennes au niveau de I’espece et de la sous espéce, et d’autre part les résultats obtenus
sont généralement corrélés et compatibles avec ceux des éudes par hybridation ADN/ADN
(Kesters , 1985; Vandamme et col, 1996). Cette technique a contribué a décrire de
nombreuses nouvelles especes de rhizobia ; Snorhizobium terangae et Sinorhizobum saheli
(de Lajudie et col; 1994), Mesorhizobium plurifarium( de Lajudie et Col 1998a),
Allorhizobium undicola ( de Lgudie et Col 1998b) ,Sinorhizobium arboris et Snorhizobium
kostiense (Nick et col,1999). Cependant, cette technique S’est avérée moins discriminante

pour I’é&ude des bradyrhizobia (Doignon-Bourcier et col, 1999)

Afin d’affiner I’analyse phénotypique pour mieux cerner la diversité géenétique et la
taxonomie des 10 souches isolées des nodules de Hedysarum perrauderienum, nous avons
procédé a I’analyse de ces dernier par SDS-PAGE. Pour cela, les protéines sont extraites et
séparées en conditions standardisées et les profils électrophoreétiques obtenus sont comparés a

ceux de souches de références.

Une bactérie peut contenir plus de 2000 protéines différentes, qui constituent une importante
source d’information. La SDS-PAGE (Sodium Dodecyl sulfate-PolyAcrylamide — Ge
Electophoresis) consiste a extraire des protéines cellulaires totales, que I’on fait ensuite migrer
sur gel de polyacrylamide, en présence de SDS. On obtient ainsi des profils caractéristiques
de chaque souche bactérienne. Deux microorganismes trés proches doivent avoir des profils
électrophorétiques similaires ou identiques. Le profil électrophoretique d’une souche donnée
ed le reflet du bagage génétique du microorganisme et sa composition avec les profils
d’autres bactéries permet de mesurer le degré de parenté avec ces microorganismes. Roberts
et col (1980) ont étudié la diversité de rhizobia en utilisant cette technique, et depuis; son
application a été trés importante dans la taxonomie des BNL. Elle a permis en effet la
description de nombreuses espéces de Mesorhizobium plurifarium( de Lajudie et Col 1998a),
Allorhizobium undicola( de Lajudie et Col 1998b), Snorhizobium arboris ,Snorhizobium
kostiense( Nick et col,1999) et Rhizobium sullae ( Benguedouar et col,1997).  Cette
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technique présente un pouvoir discriminant variable selon les groupes bactériens é&udiés; ele
ne s’est cependant avérée pas assez puissante pour la caractérisation taxonomique des

bradyrhizobia (Doignon- Bourcier et col, 1999).

6-2- Protocole

Le protocole expérimental est basé sur la technique décrite par Laemmli (1970).

Une 6se de platine, a partir d’un milieu solide, est ensemencée sur un milieu de TY et incubée
a 28°C pendant 18h. Une aliquote de 100 pl de chaque culture bactérienne, en phase

exponentielle de croissance, est centrifugée & 7000 tours/min pendant 15 min.

Lalyse des cellules s’effectue apres traitement du culot bactérien obtenu par I’addition
de 50 pl de tampon de lyse (Annexes 2) et mis en ébullition dans un bain-marie pendant 3 min
a100°C.

Un dépbt 40 pl de chague échantillon est mis dans un puit. L’éectrophorése est

réalisée sur un gel de polyacrylamide de 12 % (Annexes 2).

Aprés migration et démoulage, le gel est mis dans une solution de coloration contenant

le bleu de Comassie et I’acide trichloracétique (60%) pendant une nuit sous une faible

agitation. Enfin le gel est décoloré dans I’eau distillée sous faible agitation jusqu’a I’apparition

des bandes polypeptidiques. Le gel est photographié a1’aide d’un appareil photo numérique.

7-Caractérisation phylogénétique desisolats

L’analyse phénotypique de nos isolats est suivie, dans une seconde étape, par une

caractérisation moléculaire utilisant successivement :

-Une analyse par ’ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Anaysis ou
Analyse des fragments de restriction de I'ADN ribosomal amplifié),

-Un séquencage de I’ADNr par laméthode de Sanger.

Cette partie a été entierement réalisée au Laboratoire de Biologie Moléculaire du
Département de Biotechnologie Agraire de I’Université de Padoue (Italie) avec I’aimable
contribution du Professeur Andrea SQUARTINI et ses collaborateurs.
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7-1-Analyse desfragmentsde regtriction del’ADN amplifié

Aprés amplification de I'ADN des génes 16s d'un échantillon d'une communauté
bactérienne (échantillon de sol par exemple), on en fait la digestion enzymatique par certaines

enzymes de redtriction, choisies pour leur fréquence de coupure.
a- Extraction delI’ADN

Le protocole utilisé pour I’extraction de I’ADN des isolats est celui rapporté par Benhizia
et Col. (2004).

Les souches utilisées: Hperl, Hper2, Hper3, Hperd4, Hper5, Hper6, Hper7, Hper8,
Hper9, et Hper10. Les cellules bactériennes sont lysées en mettant en suspension une 6se de la
colonie d’isolement dans 50 pl de tampon de lyse (0,25% SDS, 0,05M NaOH) dans un tube
eppendorf. Aprés agitation 1mn au vortex, on chauffe & 95°C pendant 15 mn. Le lysat est
centrifugé 15mn & 12000 t/mn (centrifugeuse type Eppendorf 5415D). 10 pl du surnagent sont
ajoutés a90ml d’eau stérile. Lereste des lysats est stocké a— 20°C jusgu’a utilisation.

b- Analyse des fragmentsderestriction de ’ADN amplifié

Un pl de lysat contenant tout I’ADN des isolats bactériens est traité dans un appareil de
type PCR Bioradl-Cycler al’aide de 1 pl deux amorces universelles cibles ADNr 16S,

63F (CAGGCCTAACACATGCAAGTC) (Marchesi et col., 1998)
1389R (ACGGGCGGTGTGTACAAG) (Osborn e col., 2000)

Le tout est mis dans un volume réactionnel de 25 pl, en utilisant le programme suivant :
dénaturation initiale a 95°C pendant 2mn, 35 cycles a 95°C de 30sec, 55°C pendant 1mn, 72°C
pendant 4mn et une éongation finale & 72°C pendant 10mn. 12 pl des produits de
I’amplification des 25 pl du volume de réaction sont digérés une nuit a 37°C avec 1,5 pl de
I’enzyme de restriction Cfol (enzyme obtenue a partir de I”’espéce Clostridium formicoaceticum
(Pharmacia, UPSALA, suéde) )dont le site de restriction est  GCG/C et 1,5 pl de tampon de
réaction 10x. Les fragments obtenus apres digestion sont séparés par éectrophorése sur gel
d’Agarose a 2%. La durée de migration électrophorétique est de 3h a 110V. Le fragment
d’ADN amplifié peut ére facilement repéré dans un gel en présence de Bromure d’Ethidium.
Le gel est ensuite visudisé al’aide d’un Transilluminateur UV et photographié par un appareil

numérique Kodak DC290 a haute résolution.
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7-2- Séquencage de I’ADNr 16S par la méthode Sanger

La méthode Sanger consiste & synthéiser in vitro des brins d’ADN complémentaires a
I’un des brins de I’ADN que I’on veut séquencer. La technique repose sur I’incorporation d’un
nucléotide modifié (un dNTP auquel il manque deux atomes d’oxygene) qui empéche la

contamination de lasynthese de I’ADN.

Avant de procéder au séquencage, I’ADN a analyser doit é&re purifié selon le protocole

suivant :

Réaction de PCR

1Echantillon d’ADN
a purifier

Colonne
Tube Eppendorf

ADN “fixé” sur colonne

Contaminants

ADN ““fixé” sur colonne

Nouveau tube

ADN ¢lué

Fragment d’ADN pure

Figure 21 - Purification de 'ADN par le Kit Qiagen QIAquick PCR (Qiagen, GMbH, Hilden
Allemagne, 1999).

De I’amplification décrite précédemment, 13m de I’ADNr 16S spécifique sont purifiés.

Des aliquotes de 2 ml sont séparées sur gel d’agarose 0,8% dans du tampon TBE avec des
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quantités d’ADN de bactériophage lamba variant de 5 & 150ng. L’observation du gel permet
d’évauer visudlement les quantités d’ADN a employer pour I’alignement. Une aliquote de 1
m contenant environ 40ng d’ADN est transférée dans un tube eppendorf de 0,2ml puis 1 mi
d’une solution de 6,4 pmol de I’amorce 63F (Marchesi et co., 1998) est gjouté aux tubes. Un
deuxiéme tube de quantité égale est auss préparé en ajoutant I’amorce reverse 1389R (Oshorn
et col., 2000).

Les didéoxyribonucléotides sont marqués au moyen de colorants fluorescents, avec
chacun des quatre nucléotides une couleur différente. On utilisera un fluorescent terminator
(Big Dye, Perkin EImer/Applied Biosystems, Foster City, Calif. U.S.A.). Les quatre réactions
peuvent ainsi se dérouler dans la méme éprouvette; la couleur de la fluorescence reconnaitra
les extrémités « didéoxy » des brins d’ADN produits par la réaction. Le séquencage est
effectué sur un compteur d’ADN séquentiel automatisé ABI prism Applied Biosystems 3730xI.
Les chromatogrammes sont analyses par le programme DNASTAR de Chromas 2,23
(Technlysium Pty Ltd, Tewantin Australie).

Les fragments de I’ADNr 16S séquencés des 10 souches éudiées sont comparés a
I’ensemble des séguences se trouvant dans les bases de données (Altschul et coll., 1990) du site
Web du NCBI sequence (http//www.ncbi.nim.nih.gov/).
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Chapitre Trois Résultats

1- Caractéristiques morphologiques, culturaux et physiologiques
desisolats

Sur le nombre total des nodules récoltés a partir des racines de H. perrauderianum,
nous avons tenu compte de 10 isolats dont les colonies absorbent trés peu le rouge Congo.
Les autres colonies contaminantes sont fortement colorées et acidifient rapidement le milieu

Glucose-Peptone-Agar en présence du Pourpre de Bromocrésol.
1-1 Croissance sur YMA

La croissance sur milieu YMA (Y east mannitol Agar) est détectable aprés 24 heures;
les colonies typiques sont abondantes, circulaires, lisses, convexes, translucides, de couleur
blanchétre. L’observation microscopique montre des cellules en bétonnets courts, Gram

négatif.

Figure 22- Aspect des colonies sur YMA
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1-2- Croissance sur Y MA+ Rouge Congo

Les isolats apparaissent avec une couleur rosétre, et généralement absorbent tres peu le rouge
Congo (Vincent, 1970 ; Jordan, 1984).

Figure 23- Absorption du rouge Congo (0,0025%)

1-3-La vitesse de croissance

L’ensemble des isolats acidifie le milieu YMA +Bleu de Bromothymol (virage de
I’indicateur de pH en moins de 24h, ce qui indique que nos isolats appartiennent a des

bactéries a croissance rapide.

Figure 24 - Hper sur BTB
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1-4- Croissance sur Y M A+ Calcofluor

Tous les isolats absorbent le Calcofluor et donnent une coloration fluorescente lors d’une
observation sous UV ; ce qui est en accord avec Jordan (1984) ou la majorité des rhizobia
produisent des polysaccharides exocellulaires solubles dans I’eau et le principa constituant
est un hétéropolysaccharide acide (80-90%) qui présente des liaisons b1-3 et/ou b1-4 entre

ces congtituants pari étaux.

Figure 25- Absorption du Calcofluor par les isolats.

1-5-Testsdistinctifs entre Rhizobium et Agrobacterium

Les différents tests discriminant les genres Agrobacterium et Rhizobium sont a
I’avantage du second. Le genre Agrobacterium produit I’enzyme 3- céolactose, produit des
colonies entourées d’un halo brunétre et présente un précipité clair sur milieu au Ca
Glycérophosphate.

Toutefois Les isolats ont montré une réaction positive sur le milieu Litmus milk, et
présentent une croissance trés rapide avec une production d’une protéolyse au bout de 24
heures. Ce caractére n’appartient pas au genre Rhizobium
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Figure 26 - Protéolyse observée sur milieu Litmus milk

1-6-Recherche d’enzymes spécifiques

Tous nos isolats, en présence de souches témoins (R. sullae, R. leguminosarum bv
trifolii, R. leguminosrum bv viciae) donnent des réactions positives avec les enzymes
spécifiques, enzymes liés au processus de nodulation (Polygalacturonase, endoglucanase) ou
liés au métabolisme azoté du sol (uréase, nitrate-réductase).

- nitrate-réductase : la croissance des isolats et souches témoins sur milieu a base de
KNO; et aprés addition de réactifs de la nitrate-réductase, montrent la présence de I’enzyme.
(El Essawi et Abdelghaffar, 1967 ; Lindstrom et Lehtomaki, 1988 ; Struffi et col 1998).

- tous les isolats alcalinisent fortement le milieu & base d’urée (Mobley ,1992).

Figure 27- Uréase
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- activité cellulosique : I’gpparition d’un halo jaune orangé autour des colonies des
isolats indique la présence d’une endogluconase (cellulase). Toutes les souches donnent une
réaction positive (Lindestrom et Lehtomak , 1988).

Figure28 - Présence d’une Cellulase pour les isolats

- activité pectinolytique : aprés addition du rouge de ruthénium et le ringage avec de
I’eau, un halo clair est observé autour des colonies indiquant une réaction positive. Tous les

isolats ont une activité polygalactoranasique.

Figure29 - Mise en évidence d’une polygalacturonase chez les isolats

Les résultats obtenus pour cette étude se sont révélés en concordance avec ceux
obtenus par Struffi et col. (1998) et Fihreus (1957), qui supposent que les bactéries du genre
Rhizobium stimulent les plantes a produire des polygalacturonases qui dégradent la paroi
cellulaire au niveau du site d’infection et favorisent la pénétration des rhizobia. Par contre
d’autres auteurs ont montré que le rhizobium produit les deux enzymes (la cellulase et la
pectinase) qui dégradent les ponts glucidiques de la paroi cellulaire des cellules végétales, et
facilitant aing la pénétration des rhizobia a travers les microfibres de la membrane cellulaire
(Mateos et col., 1992). Les isolats produisent une nitrate-réductase et une uréase comme le
préconise la bibliographie (Struffi et col., 1998 ; Vincent, 1982).
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A travers les résultats obtenus, notamment les caractéristiques morphoculturales, les
enzymes spécifiques liés a I”’interaction plante-microorganisme, les caractéres distinguant les
genre Agrobacterium et Rhizobium, nous pouvons avancer que les isolats présentent une
morphologie et un aspect cultural propre aux rhizobia, comme le rapporte certains auteurs
notamment Vincent (1970, 1982), Jordan (1984), Somasegaran et Hoben (1994), Struffi et
col. (1998).

1-7- Utilisation de |la source de Carbone et d’azote, besoin en

vitamines

a) Utilisation de la sour ce de carbone

Tous les sucres associés au milieu Blll (Dazzo, 1982), en présence de témoin
contenant du mannitol, sont assimilés par lesisolats & un niveau différent.
La mesure de la densité optique fait apparéaitre que le glucose, le fructose, le sorbitol, et le
Maltose donnent un bon développement pour la plupart des souches, le Xylose est le moins
utilisé par les souches de référence. Pour nosisolats, il semble qu’ils n’ont pas de préférence
particuliere pour la source de carbone, maisils utilisent faiblement le saccharose, le raffinose,
et le lactose.
Les résultats de cette étude montre que les isolats sont capables d’utiliser une grande variété
de carbohydrates comme source de carbone, ce qui est confirmeé par Vincent (1970) Jordan
(1984), Lindstrom et Lehtomaki (1988), Somasegaran et Hoben (1994).
D’autres auteurs constatent également un degré de différence dans |’ assimilation des hydrates
de carbone (Struffi et col. 1998, Rodriguerz et col, 1987, Mulongoy et Elkan, 1977 ; El
Essawi et Abdelghaffor1967).
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utilisation des sucres
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Figure30 - Utilisation des sucres

b) Assimilation dela sour ce d’azote

La croissance des isolats sur le milieu défini 8 est variable selon la source d’azote.
Ains toutes les souches peuvent croitre en présence de la majorité des acides aminés. Nos
isolats et les souches de référence montrent une bonne croissance avec I’Histidine, Glutamate
de Na, Asparagine, Proline et Isoleucine, mais un peu moins sur milieu de Lindstrom et

Lehtomaski (1988) en présence de thréonine, Méthionine, Serine, Lysine et Glycine.
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Figure 31- Utilisation des Acides Aminés

c) Besoin en vitamines:

Dans le cas de nos isolats I’incorporation des vitamines peut simuler la croissance
bactérienne (Dazzo, 1982 ; Vincent, 1970; Jordan, 1984). L’utilisation du milieu BIlI
(Dazzo, 1982) additionné de Thiamine et/ou de Biotine montre une bonne croissance des

isolats. Toutefois la Thiamine, seule, favorise une bonne croissance (Struffi et col. 1998)
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Besoin en vitamines
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Figure 32- Besoin en vitamines

2- Effet des facteurs abiotiques (pH, T°C et NaCl)

2-1- Tolérance au NaCl

Tous les isolats y compris les souches témoins croissent en présence des
concentrations de NaCl variant de 0.04M-1M, ils sont considérés comme halotol érantes.
Aude lade 1.5M, aucune croissance n’est observé.
Les bactéries isolées & partir de H coronarium, H palidum, et H carnosum tolérent des
concentrations élevées de NaCl alant jusqu’au 1.5 M.
Miller et Wood (1996) ont rapportés que le Rhizobium est une bactérie sensible a la salinité
surtout durant e processus de la symbiose, maisil peut tolérer des concentrations élevées; il
est doté d’un mécanisme d’adaptation qui le rend capable de surmonter I’effet du stress salin.
Plusieurs espéces de bactéries sont capables de s’adapter aux conditions de forte salinité par
I’accumulation intracellulaires des solutés organiques de faible poids moléculaire appelés
osmoprotecteurs (Csonka et Hanson 1991). Certains auteurs ont rapporté que les rhizobia
sont plus tolérants au stress salin que leur plantes hotes ( Zahran 1999, Swarg et Bishnoi
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1999), I’effet d’inhibition de la salinité sur la nodulation a éé attribué par les méme auteurs

aladiminution de la colonisation des rhizobia, et le manque de formation des poils racinaires.

effect du NacCl
0,14
0,12 I I
0,1 - B O(Mm)
0,08 | @ 200(Mm)
8 0O 400(Mm)
0,06
0O 600(Mm)
0.04 - m 800(Mm)
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o H : : : : : : m 1,5(M)
Hperl0 H per9 H na Hca H p7 Hs1 A6 0o 2(M)
souches

Figure 33 - Effet du Na CI sur la croissance des isolats

2-2-Températur e de croissance

La plupart desisolats sont capables de croitre a une température de 4°C jusqu’a40°C,
et montrent une croissance optimale dans I’intervalle de 20° a 37°C. Toutefois nos isolats
sont capables de pousser a40°C. Ces résultats rejoignent ceux de Moawad et Beck, (1991) et
Jordan (1984), Graham (1992) qui montrent que I’espece Rhizobium cultive bien entre 20°C
et 40°C.

Tableau N° 5- Effet de la température

T°C HS1 A6 Hp7 H per9 H perl0 H ca H na
4 + + + + + + +
28 + + + + + + +
37 + + + + + + +
40 + + + + + + +
45 - - - - - - -
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2-3/ Effet du pH

Cultivés sur milieu liquide (BII1) a différents pH, les souches présentent un optimum
aux pH voisins de 7,00. En deca et au-dela, on observe une légére diminution. 1l faut noter
que le sol de prélévement de la plante est voisin de I’alcalinité, donc il n’est pas surprenant
que le microsymbiont cultive bien & pH basique.

La culture apH acide (5,3) est rapportée par de nombreux travaux, qui stipulent que
le pH cytoplasmique des souches tolérantes a I’acidité est moins fortement affecté par
I’acidité externe (Graham et col. 1994). La tolérance des rhizobia & un pH acide dépend de
leur capacité de maintenir un pH intracellulaire entre 7.2 et 7.5, méme aun pH acide externe.
Des différences dans la composition en lipopolysaccharides, accumulation des polyamines
cellulaires (Fujihara 1993) ont été associés avec la croissance des cellules a pH acide. La
composition et la structure de la membrane externe pourraient également étre un facteur de
tolérance au pH acide (Graham et col, 1994).

Hungria et Vargas (2000) ont noté que I’acidité du sol cause un probléme important
au cours de différentes étapes de la symbiose. Le microsymbiont est généralement le
partenaire le plus sensible au pH, certaines souches de rhizobia peuvent tolérer I’acidité
mieux que d’autres (Vargas et Graham, 1998).

69



Chapitre Trois Résultats

Effet du pH
1 @pH=5,3
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Figure 34 - Effet du pH sur la croissance des isolats

3- Ecologie desisolats (sensibilité aux métaux lourds et aux rhizobiophages)

En présence de métaux lourds, les souches bactériennes présentent une MIC variable
(inhibition a des concentrations de 1000ng/ml pour le Hg et le Cd, et 5000 ng/ml pour le
reste des métaux testés). (Tableau N°6). Toutefois les bactéries supportent I’antimoine aux
fortes concentrations ; cela est noté chez les bactéries isolées a partir d’autres espéces de
Hedysarum (Benhizia, 2004 ; Torche, 2006).

Les isolats ont montré une résistance intrinséque tres élevée au Zn, Cu, Pb, Cd. Ces
résultats rejoignent ceux de trouveés par Struffi et col (1998) pour les rhizobia a croissance
rapide (Rhizobium sullag). Les bactéries gram (-) sont tolérantes & des concentrations élevés

de métaux lourds, alors que les bacteries gram (+) ne le sont pas (Barkey et col,1985).
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Tableau N°6 - Effet des métaux sur la croissance des isolats

Concentration
M étaux (ug)/ml H per Hca H na A6 | Hp7 Hsl
5 + + + + + +
10 + + + + + +
Cu 50 + + + + + +
200 + + + + + +
1000 + + + + - +
5000 - - - - - -
5 + + + + + +
10 + + + + + +
Zn 50 + + + + + +
200 + + + + + +
1000 + + + + + +
5000 - - - - - -
5 + + + + + +
10 + + + + + +
Cd 50 + + + + + +
200 + + + + + +
1000 - - - - - -
5000 - - - - - -
5 + + + + + +
10 + + + + + +
Pb 50 + + + + + +
200 + + + + + +
1000 + + + + + +
5000 - - - - - -
5 + + + + + +
10 + + + + + +
SBO3 |50 + + + + + +
200 + + + + + +
1000 + + + + + +
5000 + + + + + +
5 + + + + + +
10 + + + + + +
HgCl2 |50 + + + + + +
200 + + + + + +
1000 - - - - - -
5000 - - - - - -
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Apres isolement des bactériophages sur de culture fraiche des souches bactériennes,
isolées a partir des nodules de la plante Hedysarum perrauderianum, indique |I’apparition de
plages de lyse pour I’ensemble de nos isolats.

Les interactions entre les rhizobiophages et leurs hdtes sont hautement spécifiques et
peuvent ére un outil valable dans |es recherches écologiques avec les rhizobia (Somasegaran
et Hoben 1994 ; Vincent, 1970).

Figure 35- Plage de lyse

4- Test de nodulation

La détermination et le suivi de la croissance des isolats sur milieu TY (Beringer, 1974)
nous permet seulement de prendre les souches a une phase exponentielle de croissance
(DO A s40= 1,00) pour pouvoir déterminer leurs gptitudes a noduler les graines germées de la

[égumineuse.
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Hper 10 Hperl Hper 4

Figure 36 - Racines avec des « pseudo-nodules »

En suivant certains protocoles relatifs a la scarification des graines (temps d’utilisation
de I’acide sulfurique) et un temps suffisant pour imbiber les graines scarifiées, les prestations
symbiotiques, en conditions aseptiques, des deux partenaires (isolats et Légumineuse
H. perrauderianum) font apparaitre une sorte de « pseudo-nodules » ou palettes, telles que
observées chez les autres espéces de Hedysarum (Torche, 2006 ; Benhizia, 2004).
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5/ Détermination des profils protéquessur SDS-PAGE
A travers le profil éectrophorétique SDS-PAGE réalisé selon Laemmli (1970) on

remarque un profil unique pour les clusters suivants (Hperl et Hna), (Hca et Hper5) et
(Hper8 et Hsl), et un polymorphisme tota entre les souches suivantes: Hper 2, Hper 3,
Hper 4 , Hper6, Hper7, Hper9, et Hper10

1514 13121110 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Figure37 - Profils Electrophorétiques sur gel de polyacrylamide (12%) des protéines totales
(Laemmli, 1970)
(1-A6; 2-Hperl; 3-Hper2; 4- Hna; 5- Hper3; 6-Hper4 ;7-Hca ; 8-Hper5; 9-Hper6 ; 10-HP7;
11-Hper7; 12-Hper8; 13-Hsl ; 14-Hper9; 15-Hper10)

Ce qui ressort de ce profil des protéines totales, c’est une similitude entre nos isolats
(issus desracines de H. perrauderianum) et ceux isolés a partir des racines des autres especes
de Hedysarum, notamment H. spinossismum, H. carnosum et H. naudinianum (Torche,
2006).
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6-Car actérisation phylogénétique desisolats

6-1- Profil ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis)
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H10- Hper10)
Figure 38 - Profil ARDRA aprés digestion par Cfol des isolats

Le profil de I’ADNr amplifié aprés digestion enzymatique et éectrophorése sur gel
Agarose desisolats montre trois clusters avec trois profils différents :
- Legroupe des souches Hper1, Hper2, Hper5 et Hper10 présente un méme profil
- Legroupe des souches Hper3 et Hper8
- LegroupedeHper9
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Apparemment les souches des groupes 1 et 4 (Figure38) sont un seul et méme isolat.
Ce qui apparait également sur le profil SDS-PAGE. Ce n’est pas le cas de Hper3 et Hper8
qui donnent un méme profil ARDRA mais pas le méme en ce qui concerne le profil SDS-

PAGE. Hper9 donne un profil unique, non observé dans la SDS-PAGE.

6-2- LeBlast : H. perrauderianum

Tableau N° 7- Blast des Isolats.

| solats Souche %
smilarité
Hperl, Hper2, Hper5, Pantoea agglomerans 100%
Hper10
Hper3, Hper8 Enterobacter sp. 100%
Hper 9 Enterobacter cloacae 99%

Les résultats du Blast, en consultant e site NCBI Sequence assimilent les isolats a des
Gammeaproteobacteria, ce qui est observé chez les bactéries isolées des nodules de H.
naudinianum (Pantoea agglomeans.), H. spinossisimum ssp capitatum (Pseudomonas sp.
NZ096.), H. carnosum (Pseudomonas sp.KD), H. pallidum (Enterobacter kobei ) Benhizia
et col., (2004), Torche (2006).
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Discussion - Conclusion

Nous avons procédé dans ce travail & un isolement et une caractérisation des bactéries
nodulant la Légumineuse fourragére Hedysarum perrauderianum, tout en suivant une démarche
classique, celle appliquée par Vincent (1970, 1982), Somasegaran et Hoben (1994), relative a
I’identification des bactéries appartenant aux genres Rhizobium ou Bradyrhizobium. Cette
démarche se retrouve auss dans les travaux de Benhizia et col.(2004), Torche (2006), Zakhia et
de Lajudie (2004). A travers les résultats obtenus, notamment les caractéres phénotypiques, les
isolats se comportent pratiquement comme des rhizobia (morphologie des colonies sur YMA,
vitesse de croissance, tests distinctifs entre Rhizobium et Agrobacterium, présence des enzymes
spécifiques au processus de nodulation ou au métabolisme de I’azote, ....).

En effet les aspects morphologique et cultura des isolats sur les différents milieux de
culture attribuent nos isolats a des souches a croissance rapide, et une morphologie des colonies
proche du genre Rhizobium tel que décrit par Vincent (1970, 1982), Somasegaran et Hoben
(1994), Jordan (1984). 1l en est de méme pour la croissance des isolats sur milieux spécifiques
(absorption du rouge Congo, réaction avec le Cacofluor). Isolées des nodules, ces mémes
souches possedent les enzymes nécessaires pour infecter la plante et induire le processus de
nodulation. Toutefois les prestations symbiotiques ne sont pas trés concluantes dans la mesure ou
le test de nodulation en conditions controlées nous donne de pseudo-nodules, que les spécialistes
dénomment « palettes » .

Les mémes observations sont constatées a travers la nutrition carbonée desisolats, azotée
ou en présence de vitamines (Jordan, 1984 ; Struffi, 1998 ; Vincent, 1982). Ce constat est
observé auss pour les travaux de Benhizia et col. (2004) et Torche (2006) dans leur éude
portant sur le méme genre mais les espéces H. naudinianum, H. pallidum, H. spinossimum, H.
carnosum.

A travers |’é&ude écologique, les souches supportent certaines concentrations en meétaux
lourds (notamment le Hg et le Cd, métaux retrouvés régulierement dans les sols). D’autre part les
isolats sont particulierement sensibles aux phages contenus dans les extraits de sol prélevés au
niveau du ste. Ces caractéres écologiques sont particuliers aux bactéries nodulant les
[égumineuses (Vincent, 1970 ; Somasegaran et Hoben, 1994).

Les facteurs abiotiques révélent que nos isolats se comportent différemment de
Rhi zobium sullae isolée a partir des racines de la |égumineuse du méme genre, H. coronarium

notamment vis-&Vvis du pH (cette derniére se cultive bien sur sols calcaires et argileux (Casella et
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col., 1984), mais présentent les mémes profils du point de vue température et NaCl. Pour ce
dernier paramétre, nos souches sont sensibles aux concentrations élevées (notamment 1M et
plus). En incubant nos isolats au-dela de 40°C, on ne constate aucune croissance. Ce qui n’est
pas observé chez les bactéries du genre Rhizobium.

En réalisant un profil des protéines totaes par SDS-PAGE, il ressort une similitude entre
les souches isolées a partir des racines de H. perrauderianum et celles isolées des racines des
autres especes du genre Hedysarum (H. pallidum, H. spinossisimum, H. carnosum, H.
naudinianum).

Cette similitude va apparditre dans I’ éude phylogénéique des isolats. En effet les profils
derestriction RFLP (ARDRA) et le sequencage rejoignent les résultats de Benhizia et col. (2004)
et Torche (2006) ou les souches étudiées appartiennent a la classe des y-Proteobacteria.

En se référant & la taxonomie polyphasique (Vandamme, 1996 ; Zakhia et de Lajudie,
2006 ; Balachandar et col., 2007), seules les techniques de I’ARDRA (Amplified Ribosomal
DNA Restriction Analysis) et le Séquencage de I’ ARNr 16S sont discriminatoires pour identifier
nos isolats. En effet les méthodes phénotypes sont concluantes pour un comportement de nos
isolats proche au genre Rhizobium alors que les techniques génotypiques, PCR-RFLP et le
Séquencage de I’ARN ribosomique 16S (Woose et col., 1991), déterminent le genre
(Enterobacter p.) et I’espéce (Pantoea aglomerans).

Dans une perspective future, il est utile de se poser la question relative a la formation de
nodules sur les racines de cette légumineuse. |l est possible, a notre point de vue, que la plante,
étant endémique a la région de Sétif, se comporterait différemment au laboratoire, ceci d’une
part. D’autre part il est auss utile d’appliquer certaines techniques se retrouvant dans les travaux
de Muresu (2008). En effet I”auteur préconise que les bactéries du genre Rhizobium existent sous
forme de bactéroides a I’intérieur du nodule mais ne sont isolables (ou cultivables) sur les
milieux de culture conventionnels. Seules I’application de la microscopie €électronique et la
microscopie par immunofluorescence et certaines réactions antigene-anticorps peuvent mettre en

évidence les colonies bactériennes de Rhizobium dans | es bactéroides.
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ANNEXE 1
Milieux de Culture et Solution Nutritive

Milieu: Mannitol Broth (YMB) (Vincent, 1970)

Mannitol 100g

KoHPO,4 059

MgSOs . 7 H20 0.2g

NaCl 01g

Extrait de levure 05¢g

L’eau digtillé 1.0 litre
pH 6.8

Autoclave 120°C pendant 20 minutes.

Milieu: Yest — Mannitol Agar (YMA)
YMB 1.0 litre
Agar 159

Ajouter I’agar, autoclave & 120 °C pendant 20 minutes.

Solution nutritive Fahraeus (1957)

CaCl, 0.100 g
MgSO, . 7 HO 0.120g
KH2PO,4 0.100 g
NaHPO;, . 2 H,O 0.150 g
Citrate ferrique 0.005 g
*Solution stock des oligoéléments 10ml
* Solution stock des oligoéléments: (g/l)
HsBO4 28649
MnSO, . 4 H,O 2.03g
ZnS0O4 . 7 HO 0.22g
CuSOs. 5 H,0 0.08¢g
NaoMoO, . 2 H,O 0149
pH 6.8



Milieu: Tryptone-Yeast (TY) (Beringer, 1974)

Tryptone 50¢9

Extrait de levure 3049

CaCl,. H,O 0879

L’eau digtillé 1000 ml
pH 6.8-7.2

Autoclave 120°C pendant 20 minutes

Pour lemilieu TY agar, gjouter 12 g d’agar avant autoclavage.

Milieu du 3-Cétolactose

Milieu 1:
Extrait de levure 10g
Glucose 20g
Carbonate de calcium 209
Agar 18g
Eau digtillée 1000 ml
pH 6.8
Une anse de ce milieu est ensemencée sur milieu solide contenant :
Milieu : 2
Lactose 10g
Extrait de levure 1g
Agar 189
Eau distillée 1000 ml
pH 6.8

Les boites sont incubées 2 jours a 28°C. Les résultas sont mis en évidence par

I’inondation des boites avec les réactifs de Benedict a température ambiante:

Citrate de sodium 1739
Carbonate de sodium anhydre  100g
CuSO45H20 17.3g
Eau digtillée 1000 ml
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Milieu : Mannitol Calcium Glycérophosphate (Hofer, 1941) (g/l)

KNO;3; 5
NaCl 3.8
MgCl, 6 H,O 1.0
KCI 0.16
MgSO4 7 HO 0.6
Ca-Glycérophosphate 0.8
Mannitol 20

Milieu : Blll (Dazzo, 1984) (g/l)

Mannitol 10
K2HPO, 0.23
MgS0s 7 H.0 0.10
Glutamate de Na 1.10
Solution - stock de vitamine’ 1 ml
Solution — stock d’oligoéléments ™ 1 ml

"Solution — stock de vitamines (mg/| de tampon Na;HPO,, 0,05 M, pH 7,0)
Riboflavine 20
Acide para-amino-benzoique 20

Acide nicotinique 20
Biotine 20
Thiamine-HCI 20
Pyridoxine-HCI 20
Panthotenate de Ca 20
Inositol 120

" Solution — stock d’oligoélément (g/l)

CaCl> 5

H3BOs 0.145
FeSO,. 7 HO 0.125
CoS0O,. 7 H0O 0.070
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CuSO,. 5 H,O 0.005

MnCl,. 4 H,O 0.0043
ZnS0O;,. 7 H0 0.108

NaxM 0O, 0.125
Nitryl triacétate 1.000

Ce dernier n’est gjouté qu’apres avoir gusté le pH a 5.0, évitant ainsi une
précipitation.
NB : le stock- vitamine est stérilise par filtration (0.22um) et le stock oligoéément par
autoclavage.

LeMilieu de GLOUX et LE RUDULIER (1989)

Solution A : g/l
KH2PO4 0.3
NaHPO, 0.3
MgSO, 7 H,0 0.1
CaCl, 2H,0 0.05
Eau distillée 1000 ml
Solution B : mg/l
H3BOs 10
ZnS0O4 1
CuSO, 1
MnCl, 4H,0 1
FeCl; 6H,0 0.5
Eau distillée 1000 ml
Enplus:
Biotine 29
Acide agpartique 100 mg
Acide lactique 0.74 g
Agar 109
Eau digtillée 1000 ml

Prendre 100 ml de la solution A.

Méanger avec 20 ml de la solution B
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Ajouter I’acide lactique et I’acide aspartique, compléter le volume & 1000 ml et
ajuster lepH a7.
Ajouter I’agar, autoclavage & 120 °C pendant 20 minutes.

Labiotine est stérilisée par filtration est additionnée au milieu.

Milieu Déini 8 (Lindstrom et Lehtomaki, 1988) (g/l)

K2HPO,4 0.3
MgS0,.7H,0 0.21
Glutamate de Na 1.00
NagHPO, 0.3
CaCl, 0.11
Solution - stock de vitamines* Iml
Solution - stock d’oligoéléments* * Iml

*Solution-stock de vitamines (100pg/l)

Acide Nicotinique
Biotine

Thiamine-HCI
Panthotenate de Ca

**Solution — stock d’oligoéléments (mg/100ml d’eau distillée)

H3BO3 50
FeS04.7H20 35
CuS04.5H20 8
MnS0O4.4H20 40
ZnS04.7H20 16

Na2Mo0O4. 2H20 50

pH 6.8
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Milieu MNA (phage) (Vincent 1970)

Solution 1 : (g/l)

Mannitol
NaHPO412H,0
N&S0,10H,0
KNO3;

FeCl; 6H,0
Thiamine HCL
Biotine

Agar

H,O digtillée

Solution 2 : (g/l)
MgClz 6H20

CaCl, 6H,0
H.O distillée

10

0.45
0.06

0.6
0.01
100pg

0.5ug

1L

0.1
0.1
100mL

Les deux solutions sont stérilisees séparément, et 0.5 ml de la solution 2 est additionnée dans la

boite de pétri avant d’agjouter 5 ml de la solution 1 additionnée d’agar.
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ANNEXE 2
Electrophorése des protéines totales (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970)

1- Préparation des solutions-stock

- Tampon du gel de séparation : TrisHcl 3M, pH 8.8 - SDS0.8%

Tris3M 7279
SDS0.8% 169

M ercaptoéthanol( M CE) 0.8ml

Eau didillée QSP 200 ml

Porter apH 8.8 avec HCL puis compléter a200ml eau distillée.

- Tampon du gel de concentration : TrissHCl 0.5M pH 6.8- SDS0.4%

Tris 121¢g
SDS 08¢
b-Mercaptoethanol 0.2% 400ul
Eau didillée QSP 200 ml

Ajuster apH 6.8 avec HCI.

-Solution d’Acrylamide/bis Acrylamide

Acrylamide 30% 60 g
Bis Acrylamide 0.8% 1649
Eau digtillée QSP 200 ml

-Persulfate d’ammonium : 15%
Peser 0.15 g de persulfate d’ammonium et dissoudre dans 1 ml d’eau ditillée. La solution est
préparée au moment de I’emploi.

Conserver a4°C. Renouveler le stock tous les mois)

2- Préparation du gel de Séparation a 12%

Tampon de Séparation 3.14 ml
Solution Acryl/bis Acryl 10.4 ml
Eau digtillée QSP25 ml
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TEMED

Persulfate d’ammonium

3- Préparation du gd de concentration & 7.5%

Tampon Tris-HCI pH 6.8

Solution Acryl/bis Acryl.
Eau didillée

TEMED

Persulfate d’ammonium

4- Préparation du tampon de migration

Tris0.025 M
Glycine0.192 M
SDS0.1%

M CE 0.05%
Eau didillée

5- Préparation des plaques de ge

12.5mi
140m

5ml
5ml
QSP 20 ml
20m
200ni

1.06 g
5.04g
0359
175ul
QSP350 ml

La solution du gel de séparation est coulée entre les plagues de verre en laissant une

hauteur de 3-4 cm pour le second gel: Eviter I’incursion de bulles d’air. Avec une pipette Pasteur

niveler le gel avec une solution d’alcool (le butanol),

Aprés polymérisation du gel de séparation (20-30 mn) jeter I’isobutanol, rincer

abondamment avec de I’eau distillée, sécher avec du papier filtre sans toucher la surface du gel ,

verser ensuite le gel de concentration (laissant une hauteur de 3-4 mm environ du bord supérieur).

Insérer le peigne de maniére inclinée ce qui éviterales bulles d’air. Apres 20 mn de polymeérisation

retirer le peigne trés lentement vers le haut et sécher les puits d’échantillons avec du papier filtre.
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6- Préparation du tampon d’échantillon (tampon de lyse)

Tris 25mM
Glycérol 192mM
SDS 2.5%
b-mercaptoéthanol 2.5% (v/v)
Bleu de Bromophénol 5mg

Eau didillée 200 ml

Dans la préparation des échantillons aprés addition du SDS et le 3-mercaptoéthanol, la
solution est portée au bain-marie bouillant 3mn pour une dénaturation compléte des protéines. Ce

traitement est nécessaire pour la rupture des ponts disulfure.

7- Migration électrophor étique

Remplir les puits par la solution du tampon de migration. Un volume de 20 pl de chague
échantillon protéque est déposé dans chaque put. Apreés le dépbt, la migration des protéines a éé
assurée par une différence de potentiel de départ de 106V (80 mA), jusgu’a ce que le voltage
arrive a287V.

La migration est finie quand I’indicateur (bleu de bromophénol) arive a 3-4 mm de

I’extrémité anodique du gel.

8- Révéation des bandes protéiques

-Solution de coloration :

Acide Trichloracétique (TCA) 100ml
Bleu de Comassie (1% dans Ethanol 95%) 25 ml
Eau distillée g-s.p. 500 ml

Mettre le gl dans 200 ml de solution de coloration pour une nuit avec une |égére agitation.

Décolorer avec 1’eau digtillée.
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ANNEXE 3

Tableaux

Tableau N°8 : Source de carbone (D.O.; 600)

A6 HS1 Hca Hna HP7 Hped Hpell
Saccharose 0,255 0,171 0,213 0,191 0,232 0,317 0,266
raffinose 0,172 0,21 0,393 0,198 0,231 0,285 0,187
sor bitol 0,318 0,385 0,526 0,313 0,282 0,47 0,343
Arabinose 0,292 0,465 0,514 0,27 0,308 0,602 0,344
L actose 0,285 0,341 0,67 0,69 0,382 0,288 0,091
Xylose 0,665 0,326 0,117 0,133 0,554 0,869 0,7
Glucose 0,518 0,522 0,719 0,437 0,709 0,841 0,7
Galactose 0,581 0,444 0,515 0,474 0,323 0,486 0,521
Maltose 0,368 0,45 0,53 0,959 0,387 0,586 0,368
Manitol 0,538 0,374 0,718 0,266 0,342 0,536 0,507
Citrate Na 0,539 0,482 0,172 0,266 0,374 0,697 0,449
fructose 0,629 0,46 0,653 0,508 0,377 1,2585 0,669
Tableau N° 9: Besoin en vitamines (D.O.; o)
Hca Hna Hp7 A6 Hs1 Hper9 [Hperl0

Biotine 0,483 0,781 1,108 0,619 0,627 0,644 | 0,454

Thiamine 0,613 0,881 1,152 0,683 0,743 0,979 | 0,486

Biotine+Thiamine 0,504 0,597 0,659 0,651 0,937 0,641 | 0,492

Blll total 0,417 0,526 0,52 0,39 0,654 0,475 | 0,509

Blll sans vitamine | 0,281 0,301 0,481 0,505 0,662 0,311 0,25
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Tableau N°10 : Utilisation de la source d’Azote (D.O. g0)

HpelO Hped A6 Hna Hca Hsl Hp7
Isoleucine 0.797 0.615 0.547 0.660 670 0.790 0.620
Serine 0.249 0.222 00.248 0.323 0.351 0.297 0.293
Proline 0.669 0.437 0.374 0.732 0.433 0.764 0.354
M éthionine 0.247 0.246 0.177 0.235 0.256 0.421 0.329
Tyrosine 0.778 0.189 0.206 0.267 0.409 0.721 0.471
Argenine 0.835 0.723 0.305 0.429 0.613 0.479 0.103
phenialanine 0.382 0.305 0.202 0.310 0.358 0.419 0.382
Glutamine 0.559 0.102 0.263 0.697 0.604 0.580 0.496
Alanine 0.956 0.968 0.234 0.611 0.580 0.588 0.513
Valine 0.800 0.324 0.133 0.546 0.554 0.343 0.361
Histidine 0.598 0.724 0.576 0.969 1.119 1.117 1.098
tryptophane 0.275 0.306 0.537 0.162 0.326 0471 0.290
Lysne 0.141 0.667 0.275 0.455 0.138 0.209 0.115
Leucine 0.195 1409 |0.326 0.267 0.225 0.515 0.722
cystéine 0.506 1.910 0.442 0.529 0.413 1.498 0.262
Thréonine 0.307 - 0.125 0.146 0.240 0.183 -
Asparagine 0.452 0.855 0.674 0.442 0.620 0.771 0.436
Sansacide 0.544 0.179 0.328 0.206 0.264 0.270 0.167
amine
Glutamate Na 1.927 1.860 0.616 0.392 0.623 0.839 0.363
Glycine 0.140 0. 858 0.661 0.192 0.192 0.451 0.200
Tableau N° 11: Effet du NaCl (D.O.; g0)
NaCl(mM) |HPE10 HPE9 HNA HCA HP7 HS1 A6
0 0,231 0,208 0,265 0,247 0,209 0,212 0,284
20 0,21 0,223 0,212 0,174 0,226 0,218 0,217
40 0,239 0,257 0,211 0,273 0,263 0,244 0,244
100 0,269 0,137 0,131 0,138 0,157 0,124 0,185
200 0,254 0,127 0,122 0,128 0,148 0,091 0,169
400 0,174 0,181 0,13 0,105 0,172 0,092 0,123
1000 0,057 0,026 0,028 0,04 0,023 0,064 0,023
1500 0,001 0,017 0,015 0,008 0,005 0,021 0,037
2000 0 0 0 0 0 0 0
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Tableau N° 12 : Effet du pH (D.O.| gx)

Hsl A6 HP7 Hped HpelO Hca Hna
pH=5,3 0,639 0,493 0,454 0,443 0,647 0,526 0,3
pH=5,6 0,544 0,211 0,37 0,388 0,89 0,267 0,262
pH=5,8 0, 423 0,287 0,397 0,215 0,268 0,458 0,168
pH=6.,8 0,419 0,346 0,389 0,34 0,347 0,444 0,37
pH=7.8 0,511 0,543 0,674 0,329 0,592 0,563 0,291
pH=8,8 0,311 0,269 0,293 0,294 0,357 0,218 0,264
pH=9,8 0,349 0,926 0,507 0,504 041 0,319 0,339
Tableau N° 13 : Mesure de la Croissance (D.O.| s4).
DO
Temps
(heures) A6 Hca Hna Hsl Hp7 hper
1 0,061 0,064 0,072 0,07 0,071 0,132
2 0,169 0,115 0,087 0,103 0,140 0,312
3 0,515 0,400 0,264 0,502 0,383 0,809
4 0,982 0,921 0,714 0,84 1,243 1,357
5 1,326 1,150 1,244 0,898 1,071 1,728
6 1,314 1,320 1,323 1,039 1,181 1,748
7 1,528 1,346 1,458 1412 1,435 1,876
8 1,584 1,567 1,402 1412 1,407 1,941
9 1,755 1,495 1,582 1,351 1,467 1,878
10 1,702 1,384 1,673 1,378 1,526 2,01
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ANNEXE 4

LeBlast (Http// www.ncbi.nlm.nih.gov)

H10 (Hper10), H1 (Hperl), H2 (Hper2), et H5 (Hperb) :

LOCUS AM184254 1478 bp DNA linear BCT 30-JUN-2006
DEFINITION Pantoea agglomerans partial 16S rRNA gene, strain WAB1913.
ACCESSION AM184254
VERSION AM184254.1 Gl: 109942120
KEYWORDS 16Sribosomal RNA; 16SrRNA gene.
SOURCE  Pantoea agglomerans
ORGANISM Pantoea agglomerans
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales;
Enterobacteriaceae; Pantoea.
REFERENCE 1
AUTHORS Abraham,W.R., Macedo,A.J., Gomes,L. and Tavares,F.C.A.
TITLE Occurrence and resistance of pathogenic bacteria dong the Tiete
River downstream of Sao Paulo in Brazil
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1478)
AUTHORS Macedo, A.J.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (30-JAN-2006) Macedo A.J., Division Microbiology, GBF -
Nationa Research Center for Biot, Mascheroder Weg, 1 -
Braunschweig, Low Saxony, 38124, GERMANY
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1478
/organi sm="Pantoea agglomerans"
/mol_type="genomic DNA"
[strain="WAB1913"
/isolation_source="river water"
/db_xref="taxon:549"
/country="Brazil:Sao Paulo, Tiete River"

gene <1.>1478
/gene="16SrRNA"
rRNA <1..>1478

/gene="16SrRNA"
/product="16S ribosomal RNA"
ORIGIN

1 tcatggctca gattgaacgc tggeggeagg cotaacacat gcaagtcgaa cggtagcaca
61 gagagcttgc tctcgggtga cgagtggegg acgggtgagt aatgtctggg asactgectg
121 atggaggggg ataactactg gaaacggtag ctaataccgc ataacgtcgc aagaccaaag
181 agggggacct tcgggcctct tgecatcaga tgtgeccaga tgggattage tagtaggtgg
241 ggtaacggct cacctaggeg acgatcccta getggtctga gaggatgace agecacactg
301 gaactgagac acggtccaga ctectacggg aggcageagt ggggaatatt gcacaatggg

361 cgcaagcctg atgcagecat gecgegtgta tgaagaaggce cttcgggttg taaagtactt
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421 tcagcgggga ggaaggtgtt gtggttaata accgcagcaa ttgacgttac ccgcagaaga
481 agcaccggct aactcecgtge cagcagecge ggtaatacgg agggtgcaag cgttaatcgg
541 aattactggg cgtaaagcgc acgcaggcegg tctgtcaagt cggatgtgaa atccccgggce
601 tcaacctggg aactgcattc gaaactggca ggctagagtc ttgtagaggg gggtagaatt
661 ccaggtgtag cggtgaaatg cgtagagatc tggaggaata ccggtggcga aggcggcecce
721 ctggacaaag actgacgctc aggtgcgaaa gcgtggggag caaacaggat tagataccct
781 ggtagtccac gecegtaaacg atgtcgactt ggaggttgtg cccttgaggc gtggcetteeg
841 gagctaacgc gttaagtcga ccgectgggg agtacggecg caaggttaaa actcaaatga
901 attgacgggg gcccgcacaa geggtggagce atgtggttta attcgatgca acgcgaagaa
961 ccttacctac tcttgacatc cagagaactt ascagagatg stttggtgcc ttcgggaact
1021 ctgagacagg tgctgcatgg ctgtcgtcag ctegtgttgt gaaatgttgg gttaagtccc
1081 gcaacgagcg caacccttat cctttgttge cageggtceg gecgggaact caaaggagac
1141 tgccagtgat aaactggagg aaggtgggga tgacgtcaag tcatcatggce ccttacgagt

1201 agggctacac acgtgctaca atggcgcata caaagagaag cgacctcgcg agagcaagcg
1261 gacctcataa agtgcgtcgt agtccggatt ggagtctgca actcgactce atgaagtcgg

1321 aatcgctagt aatcgtagat cagaatgcta cggtgaatac gttcccggge cttgtacaca

1381 ccgcececgtca caccatggga gtgggttgca asagaagtag gtagcttaac cttcgggagg
1441 gcgcttacca ctttgtgatt catgactggg gtgaagtc

H9
LOCUS  EF633997 1404 bp DNA linear BCT 26-JUN-2007
DEFINITION Enterobacter cloacae strain M 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence.
ACCESSION EF633997
VERSION EF633997.1 GI:149286357
KEYWORDS .
SOURCE  Enterobacter cloacae
ORGANISM Enterobacter cloacae
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales;
Enterobacteriaceae; Enterobacter; Enterobacter cloacae complex.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1404)
AUTHORS MaJ.J., Cui,Z.J. and Li,B.
TITLE Antibacterial activity of lactic acid bacteria community SFC-2 used
for fermentation of the air-dried
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1404)
AUTHORS Ma,J.J., Cui,Z.J. and Li,B.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (25-MAY -2007) College of Agronomy and
Biotechnology, China Agricultural University, No.2 Y uanmingyuan Xi Lu,
Haidian,
Beijing 100094, China
FEATURES Location/Qualifiers
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source 1..1404
/organism="Enterobacter cloacae"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="M"
/db_xref="taxon:550"
rRNA <1..>1404
/product="16S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 tgcagtcgaa cggtagcaca gagagcttge tctcgggtga cgagtggegg acgggtgagt
61 aatgtctggg aaactgcctg atggaggggg ataactactg gaaacggtag ctaataccgc
121 ataacgtcgc aagaccasag agggggacct tcgggcctct tgccatcaga tgtgeccaga
181 tgggattagc tagtaggtgg ggtaacggct cacctaggcg acgatcccta getggtctga
241 gaggatgacc agccacactg gaactgagac acggtccaga ctectacggg aggcagcagt
301 ggggaatatt gcacaatggg cgcaagcectg atgcagecat gecgegtgta tgaagaaggc
361 cttcgggttg taaagtactt tcagcgggga ggaaggtgtt gaggttaata accttggcaa
421 ttgacgttac ccgcagaaga agcaccggct aactcegtge cagcagecge ggtaatacgg
481 agggtgcaag cgttaatcgg aattactggg cgtaaagcgc acgcaggcegg tetgtcaagt
541 cggatgtgaa atcccecgggc tcaacctggg aactgeattc gasactggca ggctggagtc
601 ttgtagaggg gggtagaatt ccaggtgtag cggtgaaaty cgtagagatc tggaggaata
661 ccggtggcga aggcggceccce ctggacaaag actgacgctc aggtgcgaaa gegtggggag
721 caaacaggat tagataccct ggtagtccac getgtaaacg atgtcgactt ggaggttgtt
781 cccttgagga gtggcttcecg gagctaacgce gttaagtcga ccgectgggg agtacggecg
841 caaggttaaa actcaaatga attgacgggg gcccgcacaa geggtggage atgtggttta
901 attcgatgca acgcgaagaa ccttacctac tcttgacatc cagagaactt agcagagatg
961 ctttggtgcc ttcgggaact ctgagacagg tgctgcatgg ctgtcgtcag ctegtgttgt
1021 gaaatgttgg gttaagtccc gcaacgagceg caacccttat cctttgttge cageggteeg
1081 gccgggaact caaaggagac tgccagtgat aaactggagg aaggtgggga tgacgtcaag
1141 tcatcatggc ccttacgagt agggctacac acgtgctaca atggcatata caaagagaag
1201 cgacctcgeg agagcaagcg gacctcataa agtatgtcgt agtccggatt ggagtctgea
1261 actcgactcc atgaagtcgg aatcgctagt aatcgtggat cagaatgcca cggtgaatac
1321 gttcecegggc cttgtacaca ccgecegtca caccatggga gtgggttgca aaagaagtag
1381 gtagcttaac cttcgggagg gcge

H8

LOCUS EU162036 1283 bp DNA linear BCT 09-OCT-2007
DEFINITION Enterobacter sp. CMG24314 16S ribosomal RNA gene, partia
sequence.

ACCESSION EU162036
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VERSION EU162036.1 GI:157849639
KEYWORDS
SOURCE  Enterobacter sp. CMG24314
ORGANISM Enterobacter sp. CMG24314
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales;
Enterobacteri aceae; Enterobacter.
REFERENCE 1 (basesl to 1283)
AUTHORS Jamil,N. and Ahmed,N.
TITLE Characterization of Antibacterial Activity of Enterobacter sp.
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases1 to 1283)
AUTHORS Jamil,N. and Ahmed,N.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (17-SEP-2007) Genetics, Centre for Molecular
Genetics,
Karachi, Sindh 75270, Pakistan
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1283
/organism="Enterobacter sp. CM G24314"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="CM G24314"
/isolation _source="soil"
/db_xref="taxon:475614"
rRNA <1..>1283
/product="16S ribosomal RNA"

ORIGIN

1 ttctggctca gattgaacgc tggcggcagg cctaacacat gcaagtcgaa cggtaacagg
61 aagcagcttg ctgcttcgct gacgagtggc ggacgggtga gtaatgtctg ggaaactgec
121 tgatggaggg ggataactac tggaaacggt agctaatacc gcataacgtc gcaagaccaa
181 agagggggac cttcgggcct cttgecatcg gatgtgecca gatgggatta gctagtaggt
241 ggggtaacgg ctcacctagg cgacgatccc tagetggtct gagaggatga ccagccacac
301 tggaactgag acacggtcca gactcctacq ggaggcagca gtggggaata ttgcacaatg
361 ggcgcaagcc tgatgcagcece atgecgegtg tatgaagaag gecttcgggt tgtaaagtac
421 tttcagcggg gaggaaggceg acagggttaa taaccctgte gattgacgtt acccgcagaa
481 gaagcaccgg ctaactccgt gccagcagec geggtaatac ggagggtgca agegttaatc
541 ggaattactg ggcgtaaagc gcacgcaggc ggtctgtcaa gtcggatgtg aaatccccgg
601 gctcaacctg ggaactgcat tcgaaactgg caggctagag tcttgtagag gggggtagaa
661 ttccaggtgt agcggtgaaa tgcgtagaga tctggaggaa taccggtgge gaaggcggcec
721 ccctggacaa agactgacgc tcaggtgcga aagegtgggg agcaaacagg attagatacc
781 ctggtagtcc acgecgtaaa cgatgtcgac ttggaggttg tgececttgag gegtggcttc
841 cggagctaac gcgttaagtc gaccgectgg ggagtacgge cgcaaggtta aaactcaaat
901 gaattgacgg gggcccgeac aagcggtgga geatgtggtt taattcgatg caacgcgaag
961 aaccttacct actcttgaca tccagagaac ttagcagaga tgctttggtg ccttcgggaa
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1021 ctctgagaca ggtgcetgcat ggctgtegtce agcetegtgtt gtgaaatgtt gggttaagtc
1081 ccgcaacgag cgcaaccctt atcctttgtt gccageggtt cggecgggaa ctcaaaggag
1141 actgccagtg ataaactgga ggaaggtggg gatgacgtca agtcatcatg geccttacga
1201 gtagggctac acacgtgcta caatggcgca tacasagaga agcgacctcg cgagagcaag
1261 cggacctcat aaagtgcgtc gta
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Résumé

Les légumineuses dont fait partie le genre Hedysarum, sont trés répandues dans le bassin
méditerranéen, mais ceci n’est pas généralisé pour toutes les espéces, en particulier I’espéce H.
perraudinianum , endémique en Algérie, et qui se trouve rarement localisee a I’Est du pays
(wilaya de Sétif).

Dans le but de caractériser les bactéries nodulant I’espéce H. perraudinianum, nous avons procédé
a des tests phénotypiques et une caractérisation moléculaire des isolats.

Les isolats sont caractérisés par une éude morphologique suivie d’une caractérisation
phénotypique (test biochimiques, physiologiques...), une prestation symbiotique sous conditions
bactériologiquement contrdlée afin de tester les souches a I’aptitude de noduler la plante-hote, et
enfin une éude écologique des souches par la recherche des rhizobiophages et la résistance
intrinseque aux métaux lourds.

Un profil SDS-PAGE des protéines est réalisé avec les isolats en présence de souches témoins
(Rhizobium sullae nodulant H. coronarium).

Les souches sont enfin identifiées par un profil ARDRA apres digestion par une endonucléase et
I’ADNr 16S séquenceé et le Blast identifié en utilisant le NCBI Sequence. Ce dernier attribue les
souches & la famille des gammaproteobacteria.



Summary

The legumes of which is a part the genus Hedysarum, are very wide-spread in the
Mediterranean Basin, but this is not generalized for al the species, in particular the species of H.
perraudinianum, endemic in Algeria, and which is rarely localized in the East of the country
(wilaya of Sétif).

With the aim of characterizing the bacteria nodulant the species H. perraudinianum, we
carried out phenotypical tests and a molecular characterization of theisolates.

Isolates are characterized by a morphological study followed by a phenotypical characterization
(physiological and biochemica test), a symbiotic performance under bacteriologically controlled
conditions in order to test the strains with the aptitude of noduler the plant-host, and finally an
ecologica study of the strain by the research of the rhizobiophages and intrinsc resistance to
heavy metals.

A profile SDS-PAGE of proteinsis carried out with the isolates in the presence of reference
strains (Rhizobium sullae nodulate Hedysarum coronarium) .
Strains are finaly identified by a profile ARDRA after digestion by an endonuclease and the
ADNr 16S sequenced and identified Blast by using the NCBI Sequence. This last allots the strains

to the family of the Gammaproteobacteria



