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Introduction



Dans les systémes de production agricole, I’ azote est un éément nutritif essentiel a la
croissance des végétaux, notamment pour la synthése des acides nucléques, des protéines et
des enzymes de la photosynthése. |l favorise I’ utilisation des hydrates de carbone et stimule le
développement et I'activité racinaire, facilitant ains |'absorption des autres ééments

minéraux.

L’ azote est abondant sur la globe terrestre et représente 78% de |’ atmosphere terrestre.
Ladisponibilité de cet éément est fortement limitant aussi bien dans les écosystémes naturels
gue cultivés et il aune grande influence alafois sur le rendement et 1a qualité du produit.

Les plantes acquiérent cet éément par |'assmilation de |’azote minéra (nitrate,
ammonium) et pour certaines d’ entre elles en mobilisant |'azote atmosphérique par le biais de

leur association avec des bactéries symbiotiques fixatrices d'azote que I’ on nomme rhizobia.

Les légumineuses sont des plantes a teneur élevée en protéines et en vitamines qui
peuvent étre exploitées dans la valorisation des régions dégradées, surtout dans les zones
arides et semi-arides grace a leur capacité a améliorer la fertilité des sols par la fixation de

I’ azote atmosphérique (Boussaid et al., 1995).

La symbiose entre les rhizobia et |es |égumineuses est intéressante car en plus du niveau
de fixation d'azote qui est trés élevé, responsable a elle seule de pres de 30% de la fixation
d’ azote annuelle (Galloway et al., 2003), elle concerne un groupe de plantes tres important

pour I’homme et |es animaux.

En Algérie, on constate un important déficit fourrager. Le genre Hedysarum constitue
un patrimoine phytogénétique performant pour la production de fourrage, la protection contre
I'érosion et la valorisation des sols dégradés (Abdelguerfi-berrekia et Abdelguerfi, 1986 ;
Abdelguerfi et Abdelguerfi-Berrekia, 1987). En effet, parmi les dix espéces d’ Hedysarum
gue compte I’ Algérie (Abdelguerfi-Berrekia et al., 1991) dont certaines typiques des zones
arides et semi-arides (Abdelguerfi-berrekia, 1985), ces especes méritent d étre étudiées et

valorisées.

C’ est donc dans cette optique que nous nous sommes intéresse a I’ étude des interactions
rhizobia-Hedysarum coronarium afin de mieux comprendre cette association symbiotique et

déterminer I’ effet des différents facteurs environnementaux sur les deux partenaires. Cette



diversité devrait étre exploitée dans les programmes d’ amélioration de la production agricole

qui constituent I’ épine dorsale de toute securité alimentaire d’ un pays.

Notre objectif est d' éudier dans un premier temps la caractérisation phénotypique et
symbiotique des souches de Rhizobium isolés a partir d’ Hedysarum coronarium a travers des
caracteres morphologiques, culturaux, biochimiques et physiologiques ainsi que leur

sensibilité et résistance vis-avis des différents antibiotiques.

Cetravail est structuré en trois parties :

e La premiere partie est consacrée a une synthése hibliographique rassemblant les
principales informations sur Hedysarum en tant que plante fourragere et valorisante des sols
ainsi que sur sa distribution géographique en Algérie mais aussi sur la symbiose Rhizobium-
Hedysarum.

e La deuxieme partie du mémoire concerne la partie pratique depuis |’ échantillonnage a
I"isolement des bactéries et leur caractérisation qu’ elle soit phénotypigue ou symbiotique.

e La troisiéme et derniere partie est réservée aux principaux résultats obtenus et leur

interprétation.
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Les légumineuses (Luzerne, trefle, pois, soja, sulla, lupin,...) sont des plantes
dicotylédones appartenant a la famille des fabacées(Dreyfus, 1997 ; Lewis et al., 2005), qui
représente la troisiéme famille de plante la plus importante en genre avec plus de 720 genres
et 20 000 especes (Duhoux et Nicole, 2004). Elles se répartissent en trois sous familles:
Caesalpinioideae avec une fleure pseudo-papilionacée, Mimosoideae avec une fleure
réguliéere et Faboideae ou Papilionoideae avec une fleure typique en papillon (Dreyfus et al.,
1997 ;Brunton, 2002).

Leurs présences dans le systéme de production agricole jouent un réle maeur dans
I”augmentation de la diversité et I’équilibre des systémes agro-écologique (Schneider et
Huyghe, 2015).

|. Description du genre Hedysarum
[.1. Apercu général decegenre

Hedysarum est un genre de plante herbacée de la famille des Fabaceae (Baatout et al.,
1990), légumineuse fourragére, spontanée, composée d' un grand nombre d’ espéces (environ
100) (Figure 01) avec une répartition tres étendue dans le monde surtout dans le bassin
mediterranéen (Boussaid et al., 1995). Son nom commun utilisé est sulla ou sainfoin
d Espagne (Trifi-Farah et al., 1989) puis récemment reclasse en Sulla coronaria (Choi et
Ohashi, 2003).

Figure 01 : Quelques espéces appartenant au genre Hedysarum.



[.2. Systématique des sullas

Selon Quezd et Santa en 1962, le genre Hedysarum appartient au régne des Plantae, a
I’ embranchement des Soermaphyta, au sous embranchement des Angiosperme a la classe des
Dicotylédone, a la sous classe Rosidae, al’ ordre des Fabale, a la tribu de Hedysareae, super
famille Legumineusae et alafamille des Papilionoideae.

Ce genre regroupe diverses espéces (Squartini et al., 2002) qui se différencient entre
autres par leur morphologie, leur mode de reproduction, leur cycle biologique, les aires de

répartition ainsi que les caractéristiques bioclimatiques (Trifi et al., 1983).

|.3. Description botanique et écologique

Hedysarum est un genre diversifié dans la famille des [égumineuses. || comprend aussi
bien des especes annuelles que pérennes herbacées caractérisés par un systeme racinaire
pivotant a axe principale bien dressé de 50 a 150 cm avec des ramifications latérales pouvant
égaler I'axe principale (Abdeguerfi-Berrekia, 1985). La tigeest dressée cylindrique et
pleine, d’'une hauteur qui varie de 0,3 a plus de 1,5 m (Slim et Ben jeddi, 2011). Les
feuilles sont composées de 03 a 05 paires de folioles (2.5 - 4.5 cm), ovales ou arrondies avec
une foliole terminale qui est munie d' une pilosité blanchétre sur les bords (Ben jeddi, 2005).
Il produit des fleurs qui sont longue de 1.4 & 2.0 cm et pédonculées de différentes couleurs
selon les especes (Quezel et Santa, 1962) et donne des gousses contenant des graines
allongées de 04 a 05 mm, réniformes, luisantes et de couleur jaunétre a marron (Boussaid,
1995) (Figure 02).

Figure 02 : Description morphologique du genre Hedysarum.



Ce genre est adapté aux différentes conditions écologiques. L’aire de répartition des
Hedysarum est |’ Europe tempérée ainsi que les régions méditerranéennes de I’ Afrique du
Nord (Hyam et Pankhurst, 1995).

En Algérie, on compte la présence de 10 espéces dont plusieurs sont des endémiques
tres localisées et chaque région géographique est caractérisée par une espece particuliére de ce
genre. Nous citons I’exemple d’H. carnosum qui est une espece des régions arides; elle est
rencontrée surtout dans les zones pré-désertiques constantinoises et au pied de I’ Aures. H.
spinosissimum se dével oppe relativement plus au Nord du pays mais toujours dans des régions
seches sur la steppe, sur les hauts plateaux, dans le Sahara septentrional et d'une fagon
générale, dans les régions pré-désertique.

A I'Ouest on retrouve H. aculeolatum, sous les étages subhumides et semi-arides
chauds. H. coronarium semble se limiter & I'Est et croit essentiellement dans des régions
arrosées. H. flexuosum est une espece du centre Nord de I’ Algérie et se développe sous les
étages humide et subhumide. H. glomeratum qui serait trés commune dans le Tell mais tres
rare ailleurs. H. pallidum qui présente une répartition bien plus large (Est, Ouest, Centre), H.
humile dans le Tdl constantinois et I'Atlas Tellien. H. perrauderianum; endémique
d Algérie; se trouve a Batha et a Sétif et H. naudinianum ; espéce assez rare et endémique
d Algérie ; elle se rencontre dans le Tell constantinois (Abdelguerfi-Berrekia et al., 1991)
(Figure 03).

Figure 03 : Répartition géographique des différentes especes du genre Hedysarumainsi que

les contextes bioclimatiques en Algérie (Amirouche et Misset, 2009 modifiée).



|.4. Hedysarum coronarium

C’ est une espéce fourragere endémique des pays du pourtour méditerranéen (Gutierrez-
Mas, 1983), annuelle, alogame a faible degré d’autogamie (Grimaldi, 1961). Cette plante
rampante peut atteindre 1.5 m de longueur.

Son systéme racinaire est pivotant, profond (jusqu'a 2 m), avec de nombreuses racines
secondaires (Prosperi et Balfourier, 1995; Moore et al.,, 2006). Les feuilles sont
longuement pétiolées et se composent de 7 a 15 paires de folioles ovales avec une foliole
terminale (Moore et al., 2006). Les folioles sont munies d’'une pilosité blanchétre sur les
bords (Prosperi et Balfourier, 1995).

Les tiges sont épaisses, boisées, ssimples ou ramifiées et généralement creuses (Frame,
2000). Les fleurs de Hedysarum coronarium (1,5 - 2 cm), briévement pédonculées. La corole
est généralement rouge vif ou violacée mais peut aussi étre blanche (Prosperi et Balfourier,

1995). Les fleurs sont réunies en raceme jusqu'a 35 fleurs.

Les gousses d'Hedysarum coronarium sont droites, larges de 4 a 5 mm, a articles
couverts d' aiguillons (Quezel et Santa, 1962), épineuses et ont de 3 a 8 segments, chaque
segment contient une semence créme, a brune clair de 3 mm de diamétre, aplati avec un profil
presque circulaire (Frame, 2000). Les graines sont réniformes ou ovoides (Prosperi et
Balfourier, 1995).

Figure 04 : Sulladu nord (Hedysarum coronarium).



En Algérie, cette espece semble se limiter au Nord-Est du pays et parait étroitement
localisée sous I’ effet des facteurs pédologiques et climatiques a la fois. Elle ne se trouve que
sous des pluviométries supérieures a 650 mm (Abdelguerfi-Berrekia et al., 1991) sur les sols
lourds des régions bien arrosées, a des dtitudes variables, d’une texture fine a moyenne, a
conductivité tres faible a moyenne, généralement pauvres en potassium et en calcaire total
mais qui présente des potentialités d adaptation aux différentes conditions écologiques du

milieu d’ origine (Issolah et al., 2002).

|.5. Intéréts et exploitation du Sulla

Le sulla est considéré comme étant une des especes fourrageres les plus utilisés pour
I’alimentation du bétail de part le monde (Abdelguerfi e¢ Ramdane, 2003). Par exemple, il
est utilisé au sud de I’ Italie et en Sicile comme foin, ensilage et fourrage vert. Leurs apports
nutritionnels peuvent étre comparables a ceux du tréfle et de laluzerne (Barry, 1998).

Il joue un rdle agronomique important dans I’amélioration de la fixation biologique et |a
fertilité organo-chimique du sol (Slim et al., 2008). Gréce a son systéme racinaire puissant et
pivotant, il al'avantage de protéger et de lutter contre I'érosion des sols (Watson, 1982) d'ou
I'intérét de son installation dans les terrains accidentés et marginaux tres vulnérables a
I'érosion (Zouaghi, 2001 ; Slim, 2004 ; Slim et Ben Jeddi, 2011). Il a d’ailleurs été utilisé
avec succes pour la revégétalisation des terres dans un certain nombre de pays tel que la
Nouvelle Zdlande. Il a un role clé dans les systémes basés sur les céréales dans les régions
semi-arides car apportés en résidus comme amendement organique permet de résoudre en
partie le probleme de fertilité des sols dégradés par la culture intensive de ces premiéres
(Bouagjila et al., 2014).

En Algérie, cette plante est utilisee comme secours pour I’éevage en raison de son

rendement et de sarésistance ala secheresse et ala chaleur (Hannachi-salhi et al., 2004).

I1. Rhizobia
L’ observation de nodules sur les racines des |égumineuses remonte au 1

7" sigcle et ce
n’est qu’ en 1888 gque Beijerinck a pus prouver gue ce sont des bactéries qui sont al’ origine de
la formation de nodules racinaires. Du grec rhiza : racine et bios : vie. Ce terme générique
dérive du premier genre bactérien, Rhizobium décrit au XIX®™ siécle comme étant des

bactéries qui vivent dans le sol avec le potentiel de noduler les Iégumineuses (Frank, 1889).



I1.1. Description desrhizobia

Ce sont des bactéries du sol fixatrice d azote, a Gram négatif, de forme bacille de 0.6 a
0.9 um de large et de 1.2 a 3 um de longueur, strictement aérobies, non sporulés et
chimioorganotrophe (Jordan, 1984). Ils sont mobiles gréce a un flagelle polaire ou subpolaire
ou aors 2 a6 flagelles péritriches (Werner, 1992). Ces bactéries ont la capacité d'interagir en
symbiose avec les légumineuses en formant des nodules soit au niveau des racines ou plus

rarement sur lestiges de celles-ci (Schneider et Huyghe, 2015).

Ce sont des bactéries mésophiles qui peuvent se développer a des températures se
situant entre 10°C et 37°C avec un optimum de croissance a 28°C. Le pH optima de
croissance des rhizobia se situe entre 6 et 7, mais certaines souches tol érent des milieux acides
(pH = 4) (Somasegar an et Hoben, 1994).

Sur la base du temps de génération des rhizobia on distingue deux groupes : Ceux a
croissance rapide apres 2 a 3 jours d’'incubation a 28°C et dont le temps de génération est
entre 2 et 4 heures avec un diamétre des colonies alant de 2 a 4 mm et ceux a croissance
lente, représentés par le genre Bradyrhizobium, apres 3 & 10 jours d'incubation et dont la
vitesse de dédoublement est située entre 6 et 8 heures avec un diamétre des coloniesde 1 a 2
mm (Jordan, 1984).

Sur milieu Yeast Mannitol Agar (YMA), les colonies de rhizobia sont circulaires,
convexes, blanches ou crémes, opaques ou tranglucides, humides et brillantes (Allen et Allen,
1950). 1l est & noter que seules les bactéries non différenciées en bactéroides sont capables de

pousser sur boite de Pétri (Boivin-Masson et al., 2006).

[1.2. Taxonomie desrhizobia

La taxonomie des microorganismes et bien-sir des rhizobia est continuellement en
changement. Selon le Bergey’s Manuel of Systématic Bactériology (2007), les rhizobia
appartiennent au domaine des Eubacteria, au phylum des Proteobacteria et a la classe des
Alphaet béta

D’apres Weir en 2016, les rhizobia sont répartis en 13 genres et plus de 98 espéces.
Parmi les a-Proteobacteria, on distingue plusieurs genres entre autre : Rhizobium (Frank,
1889), Ensifer plus communément appelé Snorhizobium (Chen et al., 1988), Mesor hizobium
(Jarvis et al., 1997), Bradyrhizobium (Jordan, 1982), Azorhizobium (Dreyfus et al., 1988),
Methylobacterium (Sy et al., 2001), Phyllobacterium (Valverde et al., 2005), Ochrobactrum



(Trujillo et al., 2005), Devosia (Rivas et al., 2002), Shinella (Lin et al., 2008) et Microvirga
(Ardley et al., 2012).

Les p-Proteobacteria beaucoup plus rares en symbiose, on retrouve le genre Burkholderia
(Moulin et al., 2001) et Cupriavidus (anciennement Ralstonia) (Chen et al., 2001) (Figure
05).dyyghmyjiokpl

Figure 05 : Classification phylogénétique des rhizobia basée sur le sequencage ARNr 16s
(Masson Boivin et al., 2009).

I1.3. Partenaire symbiotique d’ Hedysarum coronarium

Plusieurs études faites sur les microsymbiotes d’H. coronarium ont permis de noter la
présence d’' une spécificité d’ héte (Squartini et al., 2002).

L’ association symbiotique est généralement tres specifique; chaque souche n'infecte
gu’ une espéce ou une gamme tres limitée d’ hotes. Cette espece-1a a été définie provisoirement
comme Rhizobium hedysari (Casella et al., 1984 ; Toffanin et al., 1996) puis €elle a été
renommeé Rhizobium sullae (Figure 06) aprées le développement des techniques moléculaires
tel que ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) par Squartini et al. en
2002. Les études realisees par Glatzle et al. en 1986 ont montrés que |’inoculation de
Rhizobium hedysari sur d'autre légumineuses n'a donné aucune nodulation sauf chez H.
flexuosum ou on a pu observer la formation de nodules mais qui étaient non fixateurs d’' azote
atmospheérique (Squartini et al., 2002).



Figure 06 : Rhizobium sullae. (A) microscopie électronique a balayage de Rhizobium sullae
sur milieu solide, (B) Observation de Rhizobium sullae sous microscope é ectronique (Y ates
et al., 2015).

[11. Association rhizobia-légumineuses
[11.1. Symbiose rhizobium-légumineuses

Les bactéries du sol appartenant au rhizobia établissent avec les plantes de lafamille des
légumineuses des relations symbiotiques qui se manifestent par un grand nombre de
modifications anatomiques, physiologiques et biochimiques chez les deux partenaires gréce a

un dialogue moléculaire permanant.

Cette association se traduit par la formation de nodosités, localisées sur les racines ou
les tiges des |égumineuses hotes au sein desguelles le rhizobia fixe I’ azote (N2) au bénéfice de
la plante et en échange la plante lui fournis I'énergie et les nutriments nécessaires a son

métabolisme comme le montre lafigure 07 (Bacle et Tailliez, 2017).

Figure 07: Symbiose : les échanges réciproques de nutriments, d’ énergie et d' azote entre
légumineuse et rhizobia (Schneider et Huyghe, 2015).
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[11.2. Genesimpliqués dansla nodulation

La reconnaissance entre les rhizobia et |a plante héte induit 1a formation des nodosités et
exige une étroite collaboration génétique entre les bactéries et |a plante comme le montre la
figure 08 (Klinger, 2016).

Figure 08 : Mécanisme d'interaction plante-rhizobia (Heulin et al., 2014).

[11.2.1. Génétique dela plante
Lorsque les légumineuses se développent, elles secrétent certaines substances tel que les
flavonoides qui vont déclencher toute une série de réactions en chaine pour la formation de

nodules fixateurs d' azotes.

Les flavonoides sont des produits de type poly-phénolique du métabolisme secondaire
de la plante (Cooper, 2007). Ces molécules sont sécrétées par les racines des légumineuses
comme molécules signales pour attirer les rhizobia par activation des genes nod contrélant la
synthése des facteur Nod, émis par la bactérie qui sont a l'origine de la spécificité et la
reconnai ssance entre symbiotes, ce qui permet la formation des nodules (Zhang et al., 2009 ;
shneider et Huyghe, 2015).
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111.2.2. Génétique desrhizobia
Plusieurs génes de nodulation (génes communs et genes de spécificité) sont impliqués
dans la synthese d'un signal bactérien. Ils ne sont exprimés qu'en présence de molécules signal

émises par laplante (Trifi et al., 1989).

e Génescommuns

Il existe une série de genes de nodulation (nodABCIJ) qui ont une structure trés
conservée chez la plupart des rhizobia et qui sont qualifiés donc de genes communs (Dénarié
et al., 1996). La mutation d'un seul de ces génes nodABC entraine la perte de la capacité de
déformer les poils absorbants ou a initier la division des cellules corticales de la plante et de
cefat alanodulation (Claude et al., 1996).

e (Geénesde specificité

Les génes (nodFE, nodG, nodH, nodL) sont impliqués dans la spécificité de I'interaction
plante / microorganisme. Ces genes ne peuvent pas étre complémentés par un gene d'une autre
espéce (Claude et al., 1996).

e Geénesderégulation nodD

Le gene NodD est trés important dans la régulation de la nodulation. Il est exprimé de
facon constitutive et joue un réle important dans la spécificité d'hdte. Il code pour une
protéine qui serait le récepteur des flavonoides libérés par la plante.

La protéine du géne nodD d'une espéce donné de Rhizobium active |'expression des
genes nod dés qu'elle est au contact des flavonoides secrétés par lalégumineuse-héte (Claude
et al., 1996).

e Génesdelafixation del'azote nif et fix

Les genes nif sont nécessaires a |’ établissement de la symbiose. Ils codent pour la
synthése de I'enzyme fixatrice d'azote, la nitrogénase (Gourret et Strullu, 1980).
Les genes fix sont impliqués dans les étapes tardives de dével oppement des nodules lors de la
fixation symbiotique azotée. Chez la plupart des rhizobia, ces genes symbiotiques sont situés
sur un grand plasmide symbiotique (Selosse, 2001).

[11.3. Processus de la nodulation
Ce processus est controlé par un ensemble de genes spécifiques au rhizobia pour
infecter une plante donnée. Les différentes étapes de nodulation sont dirigées par les génes
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nod des rhizobia qui sont stimulés par les flavonoides émis par la plante pour produire les
facteurs Nod. Ces facteurs Nod vont se liés au récepteurs spécifiques situées sur |’ épiderme de
la racine (la reconnaissance de la plante héte) et déclenchent en suite les réactions qui vont
conduire al’infection des racines par lesrhizobia (Schneider et Huyghe, 2015).

L es bactéries associées a |’ extrémité des poils absorbants induisent leur courbure et leur
déformation formant des nodosités.

Dans les nodosités, les bactéries sont intégrées dans le cytoplasme du cortex des racines
pour évoluer en bactéroides qui seront encerclés par une membrane plasmique pour former

des symbiosomes (Schneider et Huyghe, 2015).

Figure 09 : Différentes étapes permettant la formation des nodules racinaires (Heulin, 2014).

[11.4. Parametres affectant la réussite de la nodulation
La quantité d’ azote fixée par une légumineuse peut largement varier sous I’ influence de

plusieurs facteurstels que:
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e Stressthermique

L’ augmentation de la température provogue le disfonctionnement des protéines LPS et
I'inhibition de la mobilité des bactéries et leur attachement aux poils absorbants (Hamdi,
1999). Les basses températures augmentent le déla entre I'infection et I'apparition des
nodosités (Schneider et Huyghe, 2015).

e Stresssalinset osmotique

La sdinité des sols conduit a des perturbations enzymatiques, des modifications
morphologiques, biochimiques, physiologiques et minérales au niveau de la plante en inhibant
la phase initiale de la nodulation (Hamdi, 1999).

e Etat structure du sol
L’ état structurel dégradé d’un sol réduit I’ alimentation hydrique et minérale des cultures
avec accumulation de matiere seche et d azote par la culture ce qui diminue de ce fait le

rendement et lateneur en protéines (Schneider et Huyghe, 2015).

e Aciditéet alcalinité du sol
L’ acidité du sol réduit la fixation d'azote atmosphérique en limitant la survie ainsi que
la persistance des rhizobia et engendre une diminution de la nodulation. L’acalinité du sol

provoque |’ affaiblissement de la nodulation (Hamdi, 1999).

e Carenceen nutriments

Le manque de nutriments tels que le calcium, le zinc, le manganése et le potassium
inhibe I'attachement des rhizobia sur les poils absorbant et la formation des nodosités
(Schneider et Huyghe, 2015).

e Stresshydrique
L’ augmentation du niveau d eau dans le sol réduit le nombre et la taille des nodules et

inhibe I’ infection de la plante par les rhizobia (Hamdi, 1999).

e Maladieset ravageurs

Les agents pathogéenes et les ravageurs s attachent aux nodosités et provoquent des
pourritures du systeme racinaire ce qui limite leur croissance et indirectement la fixation
symbiotique (Schneider et Huyghe, 2015).
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[11.5. Importance dela symbioserhizobia —sulla

La plante nécessite beaucoup d’ éléments tels que I'oxygene, le CO,, I'eau, I'azote, le
phosphore et le potassium pour sa croissance et sa survie. En association |égumineuse-
rhizobia, ces derniers participent a différents processus qui permettent de garantir les besoins
de la plante. En effet, les rhizobia qui se trouvent en association avec sulla jouent un role
essentiel dans |’assimilation des ééments nutritifs a partir du sol pour leur propre nutrition

ainsi que pour lanutrition de leur partenaire symbiotique (K hélifi, 2008).

La symbiose rhizobia-légumineuses est responsable de la fixation d'environ 50%
d’ azote fixé biologiquement par an (Trinchant et al., 1997). Elle est considérait comme le
systeme symbiotique le plus évolué car chacun des acteurs de cette association a développé
une voie de métabolisation capable de capter une substance inorganique présente dans
I"'atmosphére et de la transformer en ééments assimilables, subvenant a des besoins
complémentaires : la bactérie, par la voie diazotrophe, assure la couverture mutuelle des
besoins en matieres azotées; et la plante, par la photosynthese, assure la couverture des

besoins énergétiques Broughton et Perret (1999).
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Matériel et Méthodes



Afin d étudier les endosymbiotes d’ Hedysarum coronarium, il est nécessaire d’ effectuer
plusieurs caractérisations gqu’'elles soient phénotypiques ou symbiotiques. Ce travail a éé
réalise au niveau du Laboratoire d Ecologie Microbienne de I'université de Begaia
(LEM/UAMB).

I. Collecte des nodulesracinaires d’Hedysarum coronarium

Le prélévement des nodules racinaires de la légumineuse Hedysarum coronarium a été
effectué au niveau du Campus Targua Ouzemour de Bejaia.

L’ échantillonnage a été réalisé vers lafin du mois de mars en début de floraison car les
nodules sont bien développés et en pleine activités selon la méthode de Vincent (1970). Il
s agit de creuser manuellement environ 15 cm autour de la plante et 20 cm de profondeur
pour arracher la plante avec ses racines nodulés qui ont été ensuite placés dans des sacs en

plastiques, étiquetés et transportés au laboratoire.

Figure 10 : Site de prélevement des nodules racinaires d'H. coronarium (Campus de Targua

Ouzemour).
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II. Isolement et purification de bactéries symbiotiques
I1.1. Stérilisation des nodulesracinaires

Au laboratoire, les racines nodulées ont éé lavées délicatement a |’eau du robinet afin
d’ enlever toute la terre. Les nodosités ont été coupées et introduites dans de I’ é&hanol a 70°
pendant 30 secondes ensuite transférées dans de I'eau de javel & 3% pendant 5 min puis

rincées abondamment (10 fois) al’ eau distillée stérile (Vincent, 1970).

Figure 11 : désinfection des nodules racinaires d’ H. coronarium.

I1.2. Ensemencement et purification des bactéroides

Sous une hotte a flux laminaire, les nodules désinfectés ont éé placés dans des
eppendorfs stériles puis écrasés a I’aide d une tige métallique préalablement stérilisée. Le
broyat nodulaire a été ensuite ensemencé sur des boites de Pétri contenant du YMA et incubé
a 28°C pendant plusieurs jours (Vincent, 1970). La purification des isolats a été faite par

repiquage successifs jusqu’ al’ obtention de culture pure.

I11. Conservation desisolats
[11.1. Conservation a 4°C

Appeler aussi conservation a court terme, des colonies prélevés a partir des isolats pures
ont été ensemencées sur des tubes contenant le milieu YMA incliné puis incubés a une
température de 28°C jusqu’a avoir une bonne croissance (4 jours) et enfin conservés a 4°C
(Vincent, 1970).
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I11. 2. Conservation a—80°C

Appeler auss conservation a long terme, des colonies prélevées a partir de cultures
purifiées ont é&té ensemencées dans des tubes contenant du milieu YMB liquide et incubées a
28°C pendant 4j. Dans des eppendorfs stériles, 800 pl de la culture liquide ont été prélevés et
additionnés de 200 pl de glycérol stérile puis homogénéisés. Les eppendorfs étiquetés du non

de la souche ont été stockés a— 80 °C.

V. Authentification desisolats bactériens
La capacité dinduire la formation de nodosités sur les racines de la légumineuse hote

est un critere de base pour I'authentification des rhizobia.

IV.1. Germination aseptique des graines

Les graines d'Hedysarum coronarium de la tribu des Hedysareae ont éé stérilisées a
I’alcool concentré a 70° pendant 30 seconde, puis transférées dans de I’eau de javel a 3%
pendant 3 min, ensuite rincer abondamment (10 fois) avec de |’eau distillées stérile. Apres
rincage, les graines ont été placés dans des boites de Pétri en verre stérile contenant du papier
absorbon imbibé avec de I'eau distillée stérile. Les boites ont été placées a I’ obscurité et a

20°C pendant plusieursjours (Vincent, 1970).

Figure 12 : Germination des graines d’ Hedysarum coronarium.

IV.2. Préparation des cultures bactériennes

Sous une haute a flux laminaire, la préparation d' une pré-culture s est faite par le
prélévement d’'une colonie et ensemencement dans des tubes a essai contenant 5 ml du milieu
YMB liquide. Ces derniers ont été incubés pendant 4j a 28°C.
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IV.3. Inoculation des plantules d’ Hedysarum coronarium

Apres germination, les graines ont été transférées dans des tubes contenant le milieu
Jensen stérile, puis inoculées avec 1 ml d'une suspension bactérienne en phase exponentielle
de croissance. Un contrdle négatif non inocul € a également été réalisé. Enfin, les tubes ont été
placés dans une chambre de culture a température ambiante et sous luminosité controlée

pendant huit semaines.

V. Caractérisation phénotypique desisolats
Cette caractérisation a été faite sur les différentes souches d’ Hedysarum coronarium
isolées et atitre comparatif une souche de référence Rhizobium leguminosarum viciae 3841" a

€été prise en considération.

V.1. Testsculturaux et cellulaires
V1.1.Caractérisation morphologique

Les caractéres morphol ogiques des souches ont été mis en évidence a partir de colonies
développées sur le milieu YMA apres 4 d'incubation a 28°C. Les colonies obtenues ont &é
décrites selon la forme, la taille, la couleur, |’ aspect, I’ opacité, la présence ou |’ absence des

exopolysaccharides extracel lulaires (EPS) et la durée d’ apparition des colonies.

V.1.2. Caractérisation cellulaire
» Coloration de Gram

Cette technique est I’'une des méthodes de coloration les plus utilisées. Elle a été
effectuée a partir de culture de 4j sur milieu YMA. Elle permet de mettre en évidence les
propriétés de la paroi bactérienne et de se fait de les distingues entre Gram positif et Gram

négatif. Elle a été réalisée selon le protocole en Annexe 1.

> Etat frais
Cette technigque a été effectuée apres une culture de 4j sur le milieu YMB. Elle permet
de déterminer lamobilité de la bactérie. Elle est réalisée entre lame et |lamelle en déposant une

goutte de suspension bactérienne et visualisation sous microscope optique al’ objectif (X40).

V.1.3. Déter mination du temps de génération

Le temps de génération est le temps nécessaire au dédoublement de la population
bactérienne. La croissance bactérienne a éé étudiée dans des tubes & essai contenant 5 ml du
milieu liquide YMB stérile inoculés de 0,1 ml d'une pré-culture bactérienne et incubés &4 28°C
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pendant plusieurs jours. L'estimation de |a croissance a été réalisée par la mesure de ladensité
optigue (DO) a 600 nm aty aprés inoculation puis chague 24h. Les courbes de croissance ont
€té tracées et le temps de génération « 1 » a été déterminé pendant |a phase exponentielle de

croissance de chagque souche al’ aide de la formule suivante :

G=tlog 2/ (logN2- logNy)
N: nombre de division.

t : temps.

V.2. Tests physiologiques
V.2.1. Effet delatempérature sur la croissance

Dans des tubes contenant 5 ml de milieu YMB stérile, 100 pl d'une pré-culture
bactérienne contenant 10 cellules/ml ont été inocul és et incubées & différentes températures :
20°C, 24°C, 28°C, 32 et 37°C pendant 4j dans le but de déterminer I’ intervalle de croissance
de ces souches ainsi que leurs optimum de croissance. Pour chague souche trois répétitions
ont été effectuées. Aprés incubation, la mesure des densités optiques (DO) de chaque culture a
été faite a une longueur d’ onde de 600 nm (Nour et al., 1994).

V.2.2. Effet du pH sur la croissance

La croissance bactérienne a été étudiée dans des tubes a essai contenant 5 ml de milieu
YMB liquide stérile a différents pH 4, 6, 7, 8 et 10 inoculés de 0,1 ml d'une pré-culture
bactérienne contenant 10" cellules/ml et incubés & 28°C pendant 4 jours. L'estimation de la

croissance a été mesurée par laDO a 600 nm.

V.2.3. Effet du NaCl sur la croissance

Latolérance des souches ala salinité a été étudiée dans des tubes a essai contenant 5 ml
de milieu YMB adifférentes concentrations en NaCl : 0.5%, 1%, 2% et 3%. Les tubes ont été
inoculés avec 0,1 ml d'une pré-culture bactérienne de 10’ cellulesml et incubés & 28°C
pendant 4 jours. Cette tolérance a été par la suite estimée en mesurant la densité optique a 600

nm.

V.3.Tests biochimiques
V.3.1. Identification par galerie APix NE
La gaerie APixp NE est un systeme standardisé pour identifier les bacilles a Gram

négatif non entérobactéries. Elle contient 08 tests conventionnels et 12 tests d'assimilation.
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L’ensemencement de cette galerie a é&é réaisé par introduction des cultures
bactériennes dans les tubes qui constituent la galerie a I’aide d une pipette Pasteur stérile
ouverte, pointe appuyée al’intérieur et sur le coté pour éviter laformation de bulles d’air. Les
tubes et les cupules des tests GLU, ARA, MNE, MAN, NAG, MAL, GNT, CAP, ADI, MLT,
CIT et PAC ont été rempli alors que les tubes des tests soulignés : ADH, GLU, URE ont été

recouverts d' huile de paraffine pour former un ménisgue convexe. Enfin, les boites ont été

refermées puis incubées a 28°C pendant 4 jours.

V.3.2. Réduction des nitrates

Les bactéries ont été mises en culture sur bouillon nitraté pendant 4 jours & 28C°. Apres
incubation, on a gouté dans chaque tube le réactif nitrate réductase 1 et le réactif nitrate
réductase 2. L’ apparition d’'une coloration rouge indigue gue les nitrates ont été réduits en
nitrites. Un résultat négatif nécessite |’ addition de la poudre de zinc pour vé&rifier la présence
ou | absence des nitrates dans le milieu, aprés quel ques minutes, I’ apparition d' une tinte rouge
signifie la présence des ions nitrate dans le milieu donc le résultat est négatif. Si I’ on observe
I’ absence de coloration du milieu donc il n'y absence d'ions nitrate dans le milieu ce qui
indique un résultat positif.

V.3.3. Test du bleu de bromothymol (BTB)

Ce test permet d’évaluer la capacité des souches a alcaliniser ou acidifier le milieu. Le
bleu de bromothymol a éé additionné au milieu YMA a une concentration de 0.0025%
(W/V). Les boites ont été ensemenceées par spot de 10 pl puis mises en incubation a 28°C
pendant 4 jours. Les réactions ont été identifiées par le changement de la couleur du milieu.
L’ apparition de couleur jaune indique une réaction acide et la couleur bleu foncé indique une
réaction basique.

V.4. Test nutritionnel
» Utilisation de la source de carbone

Les isolats ont été mis en culture dans des tubes contenants 5 ml de milieu YMB ou le
mannitol est remplacé par I’un des sucres suivants : galactose, rhamnose, sorbitol ou sucrose
et I'extrait de levure a éé remplacé par du NH4Cl puis incubés a 28°C pendant 4.
(Somasegaram et Hoben, 1985). L’utilisation de la source de carbone par la souche se
traduit par un trouble bien apparent par rapport au témoin négatif et les DO ont é&é mesurés a
600 nm.
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V.5. Résistance et sensibilité des souches aux antibiotiques

La résistance ou la sensibilité aux ATB des souches isolées d’ Hedysarum coronarium a
été évauée selon la méthode de I’ antibiogramme standard sur milieu YMA qui a été réalisé
comme suit : Ensemencer les boites YMA par écouvillonnage a partir des prés-cultures et
déposer les disques d’ antibiotiques (Gentamycine, Oxacilline, Tétracycline et Erythromycine)
sur la surface de la gélose a I’aide d’'une pince stérile. Les boites ont été incubées a 28°C

pendant 4j.

V1. Caractérisation symbiotique desisolats bactériens
VI1.1. Test de nodulation croisé
Ce test permet de vérifier si une bactérie isolée d une espece de légumineuse donnée

peut induire laformation des nodosités chez d’ autres espéces de | égumineuses.

Les graines de Pisum sativum de la tribu Fabeae, Lens culinaris de la tribu des
Fabeae ou Vicieae et Vigna unguiculata de la tribu Phaseoleae ont été désinfectés a |’ alcool
concentré a 70° pendant 30 secondes, puis transférées dans de I’ eau de javel a 3% pendant 3

min, ensuite rincer 10 fois avec de |’ eau distillées stérile.

Apres rincage les graines ont été placées dans des boites de Pétri en verre stériles
contenant du papier absorbon imbibé avec de I’ eau distillée stérile. Les boites ont été placées
al’obscurité et 2 20°C pendant plusieursjours.

Apres germination, les graines de Vigna unguiculata ont été plantées dans des flacons
de 250 ml contenant le milieu Jensen stérile, les graines de Pisum sativum et de Lens culinaris
ont été plantées dans des tubes contenant le milieu Jensen semi-solide stérile. Par la suite, les
plantules ont été inoculées avec 1 ml d’ une suspension bactérienne en phase exponentielle de

croissance.

Un control négatif non inoculé a également été réalise pour chagque légumineuse. Enfin,
les tubes ont été placés dans une chambre de culture a température ambiante et sous

luminosité contrdl ée pendant huit semaines.
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|. Echantillonnage

Au cours de ce travail, nous avons étudiés les isolats bactériens formant des
endosymbioses avec H. coronarium (Figure 14) localisée a Bgjaia (Targua Ouzemour).

Nous avons procedé a la collecte de 03 plantes au niveau de ce site. Un échantillon de

sol a également été préleve pour une analyse du pH.

Figure 13 : Hedysarum coronarium et ces nodules racinaires.

Les nodules obtenus étant de couleur rose due a la présence de la léghémoglobine,
protéine transporteur d'oxygéne qui facilite la diffusion de I'oxygene aux bactéroides car la

nitrogénase bactérienne est tres sensible a une concentration élevée d oxygene.

Leur aspect était adlongé, de 2 a 5 mm de diamétre, relativement aux contours
régulieres, unilobés, bilobés ou plurilobés et de surface lisse comme le montre la figure 15 qui

suit. Le nombre de nodule par pied était assez variable allant de 4 a 9.
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Figure 14 : Différents aspects nodulaires d’H. coronarium. (A) Observation sous laloupe
(X0.8), (B) Coupure transversal d’un nodule.

|.1. Collection bactérienne nodulant Hedysarum coronarium

A partir des 3 plants d’ H. coronarium qui contenaient entre 6 et 10 nodules par pied. Un
totale de 25 nodules ont été obtenues. L’isolement bactérien a partir de ces nodules nous
permis d obtenir un totale de 20 souches présumeé appartenir aux rhizobia. La nhomenclature
choisis pour ces souches correspond & « Hen® » relatif & Hedysarum coronariumet n c’est le

numéro de la souche.

|.2. Test de nodulation smple

Apres plus de 2 mois d'inoculation dHedysarum coronarium, on a observé que les
plantules ne se sont pas développées correctement et qu’' elles n’ont pas encore noduler. Ceci
est dO aux conditions environnementales défavorables a la nodulation tel que la température
trop élevée qui est connus dans la littérature pour étre un facteur qui réduit la mobilité des
rhizobia et de ce fait limite I’ attachement de ces derniers sur les poils absorbants racinaires

des légumineuses et donc limite I’ infection et la nodulation (Hamdi, 1999).

II. Caractérisation phénotypique desisolats de sulla

Lesisolats de H. coronarium ont subies une caractérisation phénotypique dans le but de
déterminer leur diversité, cette caractérisation a été faite en les comparants avec la souche de
référence R. leguminosarum viciae 3841".
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I1.1. Caractérisation culturaleet cellulaire
» Caracteresculturales

Les cultures des souches sur YMA, ont permis d’ obtenir des colonies circulaires aux
contours reguliers, d'un diametre variant de 0.5 a 3 mm, bombés, de couleur blanche a

creme, opaques et mugueuses du fait de leur production d’ EPS (Figure 16).

Figure 15 : Aspect des colonies sur milieu YMA apres 4 jours d’ incubation a 28°C.

» Caracterescellulaires
Une coloration de Gram a été réalisée et I’ observation microscopique a montré que
I’ensemble de nos isolats sont pour certaines des coccobacilles et pour d autres de petits
bacilles, aux extremités arrondies bien isolées et a Gram négatif comme I’indique lafigure 17.
Toutes les especes de rhizobia montrent une couleur rose et sont donc Gram négatif
(Beck, 1993).

Figure 16 : Observation sous microscope optique (X 100) desisolats.
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A I'état frais, I’ observation microscopique a montré que |’ ensemble de nos isolats sont
mobiles aux bouts arrondis. Cette description concorde avec celle donnée dans la littérature
concernant les rhizobia (Jordan, 1982, 1984).

» Détermination du temps de génération

La mesure de la croissance des isolats d’H. coronarium cultivés sur milieu YMB gjusté
apH 6.8 et incubé a 28°C a été effectuée chaque 24h pendant 7 jours.

Les temps de génération obtenues sont variables d’ une souche a une autre et sont proche
de celui de Rhizobium leguminosarum viciae 3841". Il était compris entre 1h03min et
3h80min.

Ces résultats sont en accord avec les études réalisés par Jordan en 1982, qui a rapporté
gue le temps de génération des souches de genre Rhizobium sur milieu YMB est inférieur a6
heures.

[1.2. Caractérisation physiologique
Dans cette partie nous avons éudiés |’ effet de certains facteurs abiotiques tels que la
température, le pH et la sainité sur la croissance des rhizobia isolés de Hedysarum

coronarium.

[1.2.1. Effet delatempérature sur la croissance

Lamesure de la DO des isolats montre que toutes les souches testées y compris la souche de
référence Rhizobium leguminosarum viciae 3841 présentent unebonne croissance entre 20 et 32°C
avec un optimum a 28°C et au-dela de cette température on remarque une faible croissance (a37°C).
L es températures élevées engendrent la déshydratation et la dégradation des enzymes de lavoie
métabolique des bactéries. Par contre, les basses températures entrainent la gélification de |’ eau

cellulaire et I’inactivation parfoisirréversible des enzymes.

Ces résultats sont en accord avec les études réalisés par Graham en 1992 qui a rapporté
que latempérature optimal e de croissance est située entre 28C° et 31 °C.
Les rhizobia sont des bactéries mésophiles qui peuvent se développer de 10 a 37°C et qui

ont une température optimal e de croissance a 28°C (Somasegar an et Hoben, 1994).
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Figure 17 : Effet de latempérature sur la croissance des isolats d’ Hedysarum coronarium.

11.2.2. Effet du pH sur lacroissance

Lamesure delaDO desisolats permet d avoir les résultats indiqués dans lafigure 19.
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Figure 18 : Tolérance desisolats d’ H. coronarium aux différents pH apres 4jours
d’incubation & 28°C.

Ces résultats montrent que ces isolats sont capables de croitre dans un intervalle de pH
alant de 4 &4 10 avec un optimum de croissance entre 6 et 8 (Figure 19). Les pH acalins sont
plus tolérés par nos souches que les pH acides.

Nos résultats confirent ceux trouvés par Graham et al. (1999) qui ont constaté que les
bactéries appartenant a la famille des Rhizobiaceae, tolerent parfaitement les pH allant de 4.5
a 9. En outre Yadav et Vyas (1971) ont montrés que certaines souches de rhizobia ont pu
tolérer des pH élevés del’ ordre de 10.
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11.2.3. Effet du NaCl sur la croissance

La mesure de la DO des isolats montre les résultats illustrés dans la figure 20. Cette

derniére indique clairement que les isolats d’Hedysarum coronarium ont toléré une
concentration en NaCl alant de 0.5% (85 mM), a 1% (170 mM). Au-deld, les souches Hc6,
Hc8, Hcll, Hcl2, Hel5, Hel6, Hel7 et Hel8 tolerent jusgu'a 2% (340 mM) et seulement
guatre d’entre elles poussent jusgu’'a 3 % (510 mM) de NaCl, il s'agit des souches Hcll,
Hcl5, Hcl7 et Hcl8.

Cependant, Les résultats de obtenus par Squartini et al., (2002) ont montré que les

rhizobia isolés d'Hedysarum coronarium de la région de Constantine ont un optimum de
croissance de 0.5 & 1% de NaCl.
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Figure 19 : Effet du NaCl sur la croissance des isolats nodulant Hedysarum coronarium.
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Les résultats obtenus par Kassem et al. en 1985 confirment que la limite de tolérance a
la salinité entre les rhizobia peut varier considérablement et méme entre les souches de la

méme espéce.

[1.4. Caractérisation biochimique
[1.4.1. identification par lagalerie APi 20 NE

Les résultats obtenus des galeries APi 20 NE sont présentés dans le tableau | qui va
suivre. Ce test a été réalisé dans le but de pouvoir déterminer la source carbonée assimilée,
ains que les autres caractéristiques des différentes souches étudiées, c'est une base de

I"identification biochimique.

Figure 20 : Résultats d’identification par la galerie APi 20 NE.

Les résultats montrent une réponse assez variable des souches. En effet, ils indiquent
gue toutes les souches testées utilisent le nitrate de potassium (en nitrites et azote) a
I'exception de la souche Hc10.

En ce qui concerne le test de TRP (Tryptophane), toutes les souches ne produisent pas
d'indole al'exception de la souche Hc10.

Tous les isolats présentent une réaction positive concernant la PNPG (B-galactosidase). En
ce qui concerne la gélatinase (GEL), I'uréase (URE), ’ESC (B-glucosidase) et l'arginine
dihydrolase (ADH), nous avons noté des réactions variables d’ une souche a une autre.

Les observations montrent également que la plupart des souches testées donnent une
absence de développement pour le glucose (GLU), I'arabinose (ARA), le mannose (MNE), le
mannitol (MAN), le N-acétyle-glucosamine (NAG) et le matose (MAL) a I’exception de
quelquesisolats.

La consommation des substrats été absente pour le potassium gluconate (GNT), I'acide
caprique (CAP), I'acide adipique (ADI). Pour I'acide malique (MLT). Concernant le citrate
trisodique (CIT), I'acide malique (MLT), citrate trisodique (CIT) et I'acide phénylacétique
(PAC) al’ exception de quel ques souches.

Ceci traduit la présence d’ une diversité des isolats nodulant H. coronarium.
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Tableau | : Résultats delagaerie AP 20 NE.

Tests
Souches NO; | TRP | GLU | ADH | URE | ESC | GEL | PNPG | GLU | ARA | MNE | MAN | NAG | MAL | GNT | CAP | ADI | MLT | CIT PAC
Hcl ++ - - - + - - + - - - - - - - - - - - -
Hc2 + - - - + + - + - - - - - - - - - - - -
Hc3 + - - - + + - + - - - - - - - - - - - -
Hc4 + - - - + + - + - - - - - - - - - - - -
Hcs + - - - + - - + - - - - - - - - - - - -
Hc6 + - - + + + - + - - - - - - - - - - - -
Hc7 + - - - + - - + - - - - - - - - - - - -
Hc8 + - + - + - - + - - - - - - - - - - - -
Hco + - - - + - - + - - - - - - - - - - - -
Hcl0 - + - + + - - + - - - - - - - - - - - -
Hecll ++ - - + + + - + - - - - - - - - - - - -
Hcl12 + - - + + + - + - - - - - - - - - - - -
Hcl3 + - - + - - - + - - - - - - - - - - - -
Hcl4 + - - - - + - + - - - - - - - - - - - -
Hcl5 + - - - - - - + - - - - - - - - - - - -
Hcl6 + - - + - - + + + - - + + + + - - - - -
Hcl7 + - - + - - - + - + - - - - - - - - + +
Hcls + - - - + - - + - - - - - - - - - - - -
Hcl9 + - - - - - - + + - + + - + + - - - - -
Hc20 + - - + + - - + - - - - - - - - - - - -
38417 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
+ : Positif
- Négatif

ND : Non déterminé
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[1.4.2. Test deréduction desnitrates

Apres I’addition de 2 a 3 gouttes des réactifs nitrate | et 11 ala culture bactérienne, on
observe un virage de la couleur du milieu vers le rouge a I’ exception des souches Hcl10 et
Hcll.

Aprés |’ gjout de poudre de zinc, on a observé |’ apparition d' une tinte rouge qui signifie
la présence des ions nitrate dans le milieu contenue Hc10 et absence de coloration rouge dans

le milieu contenant Hcl1 ce qui signifie I’ absence desions nitrate dans le milieu (Figure 22).

La réduction des nitrates par la nitrate réductase se traduit par la production de nitrites
qui donnent une réaction colorée rouge en présence d’ acide sulfanilique « nitrate | » et I’ apha

naphtylamine « nitrate 11 » en solution dans de |’ acide acétique concentré.
NO; +2H"+2€ ——»NO, + H,0

Apres |’ gjout de poudre de zinc, on a observé |’ apparition d'une tinte rouge qui signifie
la présence des ions nitrates dans le milieu contenant Hcl0 donc le résultat est négatif et
absence de coloration rouge dans le milieu contenant la souche Hcll, ce qui signifie |’ absence
desions nitrate dans le milieu donc le résultat est positif.

De nombreuses études réalisés, montrent que les nitrates inhibent I'activité de la
nitrogénase dans les nodul es des |égumineuses (L ucinski et al., 2002).

Les résultats de la réduction de nitrate sont identiques a ceux de lagaerie APi 20 NE.

Figure 21 : Résultats de certaines souches pour la réduction des nitrates.
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11.4.3. Test du bleu de bromothymol (BTB)

Aprés 4 d'incubation des isolats sur milieu YMA+BTB, le résultat observé est
I’ apparition des colonies avec virage du milieu vers la couleur jaune comme on peut
I’ observer sur lafigure 23. Cette couleur est justifiée par la production d’ acide et donc virage
del’indicateur coloré qui est le bleu de bromothymol.

L es résultats obtenus concordent parfaitement avec ceux de Squartini et al., (2007) qui
ont constatés que les isolats d'Hedysarum coronarium provoguent une réaction acide sur
YMA-BTB et avec ceux de Jordan, (1984) qui ont notés que les bactéries qui changent la
coloration du BTB vers le jaune sont considérées comme des bactéries acidifiantes a
croissance rapide. Par conséquent, les bactéries qui alcalinisent le milieu sont considérées
comme des bactéries al califiantes a croissance lente.

D’apres Jordan (1982), les souches a croissance rapide comprennent entre autre le
genre Rhizobium.

Donc, ces résultats viennent appuyer ceux du temps de génération et confirme que nos
isolats appartiennent bien au groupe de souches a croissance rapide.

Figure 22 : Test du bleu de bromothymol sur Y MA.

I1.4.4. Test nutritionnel
» Utilisation de la source de carbone
Apres 4 jours d'incubation a 28°C, la mesure de la densité optique (DO) a é&é réalisée a
une longueur d'onde égale a 600 nm.
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Les valeurs de la DO obtenues (Annexe I11) indiquent que les souches d' H. coronarium
ainsi que celle de référence peuvent utiliser une large gamme des hydrates de carbone pour
leur croissance. Elles ont assimilé préférentiellement le galactose et le sucrose et présentent
une assimilation moindre pour le rhamnose et |e sorbitol (Figure 24).

Nos résultats concordent avec ceux trouvés par Graham, (1964) et Zhang et al. (1991)
ou ils ont démontrés |’ existence d’ une variabilité de I’ utilisation des substrats carbonés chez

lesrhizobia
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Figure 23 : Croissance des souches en présence des différents sucres testés.

I1.5. Résistance et sensibilité aux antibiotiques
Les isolats de H. coronarium ont subis une caractérisation de leur résistance ou

sensibilité a certains antibiotiques. Les résultats obtenus montrent une forte résistance a
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I’oxacilline d’une concentration de 1 pg/disque et une plus faible tolérance a la gentamycine

(10 pg/disque), a I’érythromycine (15 pg/disque) et a la tétracycline (30 pg/disque).

Les études réalisées par Aarons et Graham en 1991 ont montré que I’ effet inhibiteur
d un antibiotique dépend de sa nature et que le degré d’inhibition est variable d’ une espéce a

une autre et d’ une souche al’ autre.

Figure 24 : Résultats de I’ antibiogramme pour Hc9.

[11. Analyse dela diversité symbiotique desisolats bactériens
[11.1. Spectred’héte desisolats (test croise)

Nous avons inocul és des plantules de différentes especes de |égumineuses appartenant a
diverses tribus a savoir L. culinaris, P. sativum et V. unguiculata avec les isolats bactériens de
la légumineuse Hedysarum coronarium appartenant a la tribu des Hedysareae afin de pouvoir

déterminer leur spectre d’ hote.

Les résultats des tests d’'inoculation croisés indiquent que les isolats de Hedysarum
coronarium sont incapables de noduler |es autres |égumineuses testées comme Lens culinaris,
Pisum sativum et Vigna unguiculata comme on peut |’ observer sur la figure 26. Ces résultats

peuvent étre expliqués par lefait qu’il y'ai une specificité d’ héte tres importante.

Les éudes rédisées par Glatzle et al. (1986) ont montrés que I’inoculation de
Rhizobium sulla sur d’autres légumineuses (Trifolium repens, Pisum sativum, Vicia faba,

Glycine max, Cicer arietinum, etc.) n’a donné aucune nodulation. Squartini et al., (2002) ont
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également remarqué un grand niveau de spécificité d' hdte des Rhizobium isolés a partir du
sulla.

Jusgu’ a présent, aucune souche isolée des nodules d' H. coronarium n’a été capable de
noduler une autre espéce qu’ elle soit du méme genre ou d’ autres especes de genres différents
car le couple, R. sullae - H. coronarium présente un haut degré de spécificité (Benhizia et
al., 2004).

Cabrera et Ruiz-Argueso (1979) ont également rapporté I’ absence de nodulation croisée
entre le sulla et |es différentes autres |égumineuses testées.

D’ aprés toutes ces études, nos résultats vont dans le méme sens et peuvent étre
expliqués par la spécificité d’ hote entre les bactéries symbiotiques fixatrices d'azote et leurs
plantes hotes reposant sur un dialogue moléculaire ou sont impliquées des flavonoides libérés

par la plante et les produits des génes de nodulation de la bactérie.

Figure 25 : Résultats du test de nodulation croisé pour la souche Hc9 avec les différentes

|égumineuses testées.
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Conclusion et Perspectives



Cette étude réalisée au niveau du Laboratoire d’ Ecologie Microbienne sur la symbiose
des isolats d’ Hedysarum coronarium nous a permis de les caractériser phénotypiguement et
symbiotiquement. En effet, les caractéeres cellulaires et culturales de ces souches indiguent
gue se sont des bacilles a Gram négatif, a extrémités arrondies, mobiles, formant des colonies
circulaires de 0.5 & 3 mm, d’'un aspect bombé, de couleur créme et productrices d' EPS. Le

temps de génération nous a permet de dire que ces souches sont a croissance rapide.

La caractérisation physiologique de ces isolats a permis la mise en évidence d un caractére
meésophile et croissance entre des pH situés entre 6 et 10. En outre ces souches ont un

comportement variable vis-vis du NaCl.

La caractérisation biochimique montre que toutes les souches étudiées possedent une
nitrate réductase a |’exception de Hcl0. L’utilisation des différents substrats carbonés a
montré également un profil d’assimilation tres variable. Ces souches ont un pouvoir acidifiant
sur milieu YMA-BTB. En outre, ces isolats présentent une résistance importante al’ oxacilline

et une moindre tolérance ala gentamycine, al’ érythromycine et alatétracycline.

Un test de nodulation croisé réalise sur L. culinaris, P. sativum et V. unguiculata a montré
gue les isolats d’'H. coronarium sont incapables de noduler les autres |égumineuses testés.

Ceci permet de suggérer gue ces souches présentent un spectre d’ hbte étroit.

En perspectives, il est intéressant d’ élargir la collection a d autres especes et a différents
sites écologiques et géographiques pour apporter d autres informations et enrichir la base de
données actuelle sur les Hedysareae ains que de protéger et de sauvegarder ces deux

partenaires symbiotiques pour une éventuelle application dans e futur.
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Annexe |

Composition des milieux de cultures

(Pour 1litred’eau distillé) (Vincent, 1970)

Milieu YMA(Y east Mannitol Agar)

Y= 1 o 10g
EXtrait delevure ... 0,49
KoHPO4, BH2O .. 0,59
MGSO4, TH2O ..o 0,29
N = 0,19
AQAE e 15g

Ajusté apH 6.8
Stériliser a 120°C pendant 20min.

Milieu YMB (Yeast Mannitol Broth)

Y= 0 0 1 o USRS 10g
EXtrait delevure ... 0,49
KoHPO4, 3H20 i s 0,5¢9
MGSO4, TH2O ...t 0,29
A\ = SRS 0.19
BEal diStill@.......ooeeececeee e 1

Ajusté apH 6.8
Stériliser a 120°C pendant 20min.

Milieu Jensen

e Solution stock (X10)

CaHPO, 59
S = © TS 19
MGSO4, TH2O ..t 2.5¢
A\ = SRS 1g

e Dilution (X1)
SOIULION SLOCK .....ceeeiiesieeiesieesie et 100ml



Solution d' oligoEleMeNt ..........ccccvveeveeieeeseere e Iml
[ S 3.5
Ajusté apH 6.8
Stériliser a 120°C pendant 20min.

Préparation dela solution du BTB (Bleu de Bromothymaol) a 0.0025% (w/v)
Bleu de Bromopheénol ...........cccveeeieeii v 05¢g
Ethan0l ..o 100 ml

Stériliser par filtration et conserver a4°C

Bouillon nitraté

MBCEFBEION ...oviieeiieieeie e 1000 ml
PEDLONE LIYPSIQUE ...ttt 159
NaCl OU KCl ..o 059
Nitrite de Sodium (NaNO2) .....ccccceeveecreieseee e 01 ml

Ajuster apH 7.0

Stériliser 2 120°C pendant 20min.



Annexell

Protocol dela coloration de Gram

1- Déposer une goutte d’ eau sur une lame bien propre.

2- Prélever un échantillon de colonie a I’aide d’un pique en bois et mélanger avec lagoutte

d eau, strier et sécher par passage rapide sur laflamme d’ un bec benzene.
3- Couvrir lefrottis par du violet de gentiane pendant 60 secondes.

4- Laver |"exceés du colorant avec de |’ eau distillée.

5- Couvrir de lugol pendant 30 secondes.

6- Laver al’eau distillée pendant 5 secondes.

7- Rincer immédiatement le frottis avec le mélange alcool - acétone ou avec de I’ é&hanolen

inclinant lalame et par goutte a goutte jusqu’ a disparition complete de la coloration violette.
8- Laver al’eau distillée pendant 5 secondes.
9- Couvrir avec de lafuschine (ou safranine) pendant 60 secondes.

10- Laver a I’eau distillée pendant 10 secondes et mettre la lame inclinée sur du papier
absorbant.

11- Déposer une goutte d’ huile aimmersion sur le frottis et observer au microscope a unfort

grossissement.

Les cellules Gram+ absorbent la couleur du violet de gentiane et demeurent bleuesviol ettes en

apparence, contrairement aux cellules Gram- qui apparaissent distinctementrosétres.



Annexelll

Résultats des différentstests phénotypiques

Tableau Al : Résultats du temps de génération des bactéries isolées d’H. coronarium.

Souches | Tempsdegénération (h) Taux de croissances (h™)
Hcl 1.76 0.56
Hc2 2.17 0.46
Hc3 2.57 0.38
Hc4d 2.18 0.45
Hc5 2.48 0.40
Hc6 2.67 0.37
Hc7 3.61 0.27
Hc8 1.80 0.55
Hco 2.57 0.38

Hcl0 3.61 0.27
Hcll 2.00 0.50
Hcl2 2.77 0.36
Hcl3 3.80 0.26
Hcl4 3.28 0.30
Hcl5 2.12 0.47
Hcl6 343 0.29
Hcl7 3.14 0.31
Hcl8 131 0.76
Hcl9 2.77 0.36
Hc20 2.77 0.36
38417 1.03 0.97




Tableau All : Résultats de |’ effet de latempérature sur la croissance des bactéries isolées

d' H. coronarium (D Oeoonm)-

Souche N° 20°C 24°C 28°C 32°C 37°C
Hcl 0.442 0.447 0.549 0.480 0.113
Hc2 0.406 0.467 0.598 0.479 0.394
Hc3 0.443 0.454 0.548 0.476 0.251
Hcd 0.388 0.423 0.510 0.444 0.288
Hc5 0.387 0.495 0.510 0.453 0.125
Hcb6 0.393 0.459 0.508 0.413 0.528
Hc7 0.345 0.442 0.525 0.497 0.490
Hc8 0.391 0.459 0.494 0.478 0.340
Hc9 0.378 0.431 0.536 0.510 0.065

Hc10 0.366 0.373 0.507 0.458 0.283
Hcll 0.369 0.388 0.505 0.414 0.333
Hcl2 0.358 0.402 0.557 0.416 0.267
Hcl3 0.377 0.389 0.515 0.451 0.240
Hcl4 0.345 0.414 0.590 0.554 0.537
Hcl5 0.309 0.330 0.501 0.229 0.138
Hcl6 0.409 0.429 0.526 0.471 0.179
Hcl7 0.406 0.440 0.503 0.483 0.081
Hcl8 0.398 0.419 0.472 0.446 0.144
Hcl19 0.430 0.446 0.582 0.410 0.077
Hc20 0.433 0.504 0.602 0.535 0.072
3841" 0.355 0.399 0.425 0.342 0.075




Tableau Alll : Résultats de I'effet du pH sur la croissance des bactéries isolées d'H.

coronarium(DOgoonm)-

Souche N° 4 6 7 8 10
Hcl 0.336 0.382 0.551 0.480 0.409
Hc2 0.231 0.383 0.557 0.498 0.479
Hc3 0.229 0.395 0.550 0.534 0.476
Hc4 0.337 0.379 0.510 0.487 0.471
Hc5 0.286 0.408 0.538 0.518 0.508
Hc6 0.289 0.433 0.508 0.483 0.450
Hc7 0.341 0.371 0.525 0.515 0.504
Hc8 0.309 0.413 0.515 0.494 0.492
Hc9 0.358 0.416 0.515 0.510 0.492
Hc10 0.354 0.403 0.548 0.511 0.501
Hcll 0.319 0.385 0.505 0.473 0.432
Hcl2 0.256 0.354 0.557 0.532 0.520
Hc13 0.427 0.380 0.530 0.515 0.501
Hcl4 0.325 0.360 0.554 0.522 0.386
Hcl5 0.301 0.399 0.532 0.501 0.475
Hcl6 0.281 0.402 0.519 0.516 0.471
Hcl7 0.140 0.314 0.584 0.526 0.503
Hcl8 0.319 0.375 0.551 0.472 0.468
Hc19 0.280 0.392 0.582 0.564 0.555
Hc20 0.412 0.390 0.535 0.524 0.503

3841" 0.310 0.342 0.425 0.297 0.051




Tableau AlV : Résultats de I'effet du NaCl sur la croissance des bactéries isolées

d' H.coronarium (D Ogoonm)-

Souche N° 0.5% 1% 2% 3%
Hcl 0.539 0.429 0.025 0.029
Hc2 0.552 0.267 0.026 0.009
Hc3 0.534 0.331 0.036 0.015
Hcd 0.580 0.547 0.023 0.020
Hc5 0.566 0.505 0.028 0.036
Hc6 0.545 0.376 0.095 0.026
Hc7 0.399 0.213 0.036 0.032
Hc8 0.532 0.344 0.226 0.075
Hc9 0.542 0.404 0.025 0.022

Hc10 0.442 0.214 0.011 0.009
Hcll 0.430 0.242 0.139 0.231
Hcl2 0.430 0.206 0.142 0.026
Hcl3 0.372 0.397 0.037 0.018
Hcl4 0.302 0.107 0.023 0.014
Hcl5 0.417 0.125 0.098 0.107
Hcl6 0.313 0.362 0.018 0.130
Hcl7 0.556 0.312 0.245 0.182
Hcl8 0.495 0.163 0.192 0.224
Hcl19 0.449 0.201 0.013 0.018
Hc20 0.371 0.118 0.029 0.007
3841" 0.394 0.011 0.014 0.003




Tableau AV : Profil d'assimilation des sucres par les souches isolées d’'H. coronarium
(DOsoonm)-

Sucres
Souches Galactose Sucrose Rhamnose Sor bitol
Hcl 0.399 0.394 0.236 0.265
Hc2 0.327 0.342 0.230 0.254
Hc3 0.396 0.334 0.264 0.253
Hc4 0.340 0.354 0.249 0.243
Hcb 0.400 0.397 0.244 0.256
Hc6 0.368 0.349 0.217 0.241
Hc7 0.460 0.335 0.211 0.223
Hc8 0.390 0.468 0.021 0.203
Hc9 0.385 0.386 0.211 0.296
Hcl0 0.310 0.332 0.176 0.251
Hcll 0.345 0.326 0.187 0.229
Hcl2 0.298 0.349 0.136 0.286
Hcl3 0.270 0.316 0.184 0.229
Hcl4 0.384 0.270 0.201 0.218
Hcl5 0.334 0.334 0.182 0.259
Hcl6 0.338 0.417 0.184 0.219
Hcl/ 0.362 0.346 0.204 0.415
Hcl8 0.455 0.475 0.060 0.214
Hcl9 0.443 0.342 0.142 0.309
Hc20 0.445 0.348 0.226 0.494
3841" 0.246 0.104 0.056 0.071




Tableau AVI : Résultats d antibiogramme des bactéries isolées d H.coronarium (D Ogoonm)-

Souches Gentamycine Oxacilline Erythromycine | Tétracycline
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Résumé

20 souches bactériennes isolées a partir de nodules racinaires d’ Hedysarum coronarium
collectés a Bejaia ont été étudiées d'un point de vue phénotypique trouver les caractéres
cellulaires, culturaux, physiologiques, nutritionnels et biochimiques mais aussi symbiotiques
(test de nodulation simple et croisé). Une souche de référence Rhizobium leguminosarum

viciae 3841 a éé prise en considération pour la comparaison des résultats.

Les souches testées ont présenté une bonne croissance entre 20 et 32°C avec un
optimum a 28°C, entre pH 6 et 10 et ont une tolérance modérée pour la sdinité. Elles
acidifient le milieu et ont un temps de genération compris entre 2 et 4h. Ces résultats
indiquent donc que ce sont des rhizobia a croissance rapide et qu’ils sont incapables de

noduler les différents types de |égumineuses testés du fait de leur spécificité d’ hbte élevée.

Mots clés: Hedysarum coronarium, caractérisation phénotypique, nodulation, rhizobia,

symbiose.

Abstract

20 bacterials strains isolated from roots nodules of Hedysarum coronarium collected
from Bejaia were studied phenotypically like characters cellular, cultural, physiologic,
nutritional and biochemical as well as symbiotic (nodulation test and cross inoculation test). A
reference strain Rhizobium leguminosarum viciae 3841" was used as a control for comparing

the results.

The strains showed a good growth between 20 and 32°C with an optimum at 28°C,
between pH 6 and 10 and have a moderate tolerance to the salinity. These strains also
acidified the medium and the generation time is comprised between 2 to 4 h. These results
indicate that these strains are a group of fast growing rhizobia and can’t nodulate the other

tested legumes because of here specificity of nodulation.

Key words : Hedysarum coronarium, phenotypic characterization, nodulation, rhizobia,

symbiosis.
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