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Résumé

La symbiose Rhizobium-légumineuses est un processus naturel, qui peut avantagée
la plante par I’assimilation d’azote atmosphérique. En Algérie, L’haricot ou le Phaseolusest
une légumineuse qui occupe une place primordiale dans la nutrition humaine, pour ses valeurs
protéiques et glucidiques, et pour son intérét économique pour le payé et le citoyen.
Dans le but d’améliorer le rendement de cette légumineuse, 86 isolats ont été isolés a partir
des nodules racinaires de deux espéces de Phaseolus ; P. vulgaris et P.coccineus cultivées
sur cinq sites situés dans I’Est et le Nord Est de 1’ Algérie. Ces isolatssont caractérisés par une
étude phénotypique (tests physiologiques, biochimiques et nutritionnels) avec les souches
de référence, qui donne une description comparable a celle des Rhizobium. Aussi nos isolats
présentent une réaction positive au contact directe avec les bactériophages ce qui permet
de les utiliser comme marqueurs pour I’identification des bactéries. Un test de nodulation
dans des conditions bactériologiquement contrblées est effectué en mettant en évidence
I’aptitude des isolats a noduler les racines de la plante hote qui a montré la formation
de nodules de couleur blanche, ce qui indique que nos isolats sont infectifs et ils (cette
formation) confirment la relation symbiotique entre la plante héte et le micro-symbion qui est
une relation specifique. L’étude moléculaire réalisée a confirmé 1’appartenance de 1’isolat T8
a I’espece Bacillus subtilis avec une similitude de 98%.

Mot clés : Rhizobium, Phaseolus, P.vulgaris, P.coccineus, micro-symbion, Bacillus subtilis,

haricot



Abstract

The symbiosis Rhizobium-legumes is a natural process, which can benefit the plant by the
assimilation of atmospheric nitrogen. In Algeria, beans or Phaseolus are leguminous plants
that play a prominent role in human nutrition, thanks to its protein and carbohydrate value,
and for its economic value for the country and the citizen. In order to improve the outcomeof
this legume, 86 isolates were collected from the root nodules of two species of Phaseolus; P.
vulgaris and P. coccineus grown in five orchads located in Eastern and Northeastern Algeria.
These isolates are characterized by a phenotypic study (physiological, biochemical and
nutritional tests) with the reference strains, which gives a description comparing
withRhizobium. Also our isolates present a positive reaction to direct contact with the
bacteriophages, that permits their use as markers for the identification of bacteria.
A nodulation test under bacteriologically controlled conditions is carried out by
demonstrating the ability of the isolates to nodulate the roots of the host plant which has
shown the formation of white nodules, indicating that our isolates are infectious and they
(This formation) confirm the symbiotic relationship between the host plant and the micro-
symbion which is a specific relationship. The molecular study carried out confirmed

the belonging of the T8 isolate to the Bacillus subtilis species with a similarity of 98%.

Key words: Rhizobium, Phaseolus, P. vulgaris, P.coccineus, micro-symbion, Bacillus

subtilis, bean



gadla

Shall ) QL) dpaldy Bl 53 Al alh GED 5 el on Gl
Ofis (e odsh Ll el 5 L) 4050 ale b Ll Aye Jind ) UG e PhEsEOIUS sl ¢\ salill axs
86 i o ¢ cililsill o3ed Aasayall Cppund Jal e halsall 5 Sl LalaBY) Leiad o clal GhuanS
GOl Jladll 8,81l 3Sam (3lalie dued & ey Puvulgaris P.coccineus et gsil 40l diall (0 Aje
Cilaef Tgange Y3 aalgis 5 (A8 5 AdlaSon 5 Lasland L) Wyelaaiall o3 b 3 A 5 sl
lagl Slels 4K lugpdl) e Agieadl Lol S8kl Jha¥) Gia LS Lasmgipll lelie liay
A0 daals Cagyln 8 el il alail) las) WL LsSl e Capeall andsS 53 a3 aladiuly manss bae
e 50 038 ol 2 Lea ¢ and o8 @3 Jilad) lall dyaa Glade JSE e V5l 5508 Tanglsn Sl
Liga Al shal & aily Aals LB ADle o grenall IS gl o Bl clall (g a0 oL
%98 a8 4l Gy Bacillus subtilis g sl 3, oda ¢l sl ) T8 dljall

&5‘533‘ saalUlaiie Rhizobium, Phaseolus, P. vulgaris, P.coccineusBacillus subtilis, , :dalida cilals
.Lf‘)GA.Aj\



Liste des figures

Figure 1: L’enzyme de la nitrogénase et mécanismes d'action (Yann., 2000).............ccccueenne.n. 4
Figure 2: a- Fleur blanche de Phaseolus coccineus (site Benzouit, Skikda) b- fleur rose de
Phaseolus vulgaris c- La disposition des feuilles trifollioles sur une tige angulaire.................. 7
Figure 3: Couleur et forme des graines : (a)- Graines de Phaseolus vulgaris. (b)- Graines de
PRASEOIUS COCCINBUS ...ttt sttt bbbt bbbttt bbbttt e 9

Figure 4: Organisation de 1’opéron des I’ADNr observés chez les Procaryotes (El Hilali

Figure 5: a-Tige portant des nodules aériens matures (Duhoux et Nicole, 2004) b- racine de
Phaseolus coccineus portant des nodosités (site Mdjez Ammar, Guelma) ............cccccvevvennne. 22

Figure 6: Etapes de la formation d'un nodule racinaire chez une Iégumineuse infectée par

rhizobia Madigan & Martinko .,2006.............cccciueiiiiieiieie e 25
Figure 7: Champ de Phaseolus vulgaris (Site Boumaaza , Annaba,Mars 2012)..................... 26
Figure 8: Champ de Phaseolus coccineus (Site Mdjez Ammar, Guelma, Février 2012)........ 26
Figure 9: collecte des nodules ( Site Tamalous, Skikda, 2012) .........c.ccceveviveveiiieiieie e, 27
Figure 10: (a)- Nodules aprés rincage (b)- Nodules séchés au papier filtre.............cccccveeenen. 28
Figure 11: Conservation des NOAUIES ............ooiiiiiiiiiie s 28
Figure 12: a-Graine de Phaseolus vulgaris b- Graine Phaseolus cocCIineus...............ccocvevenee. 37

Figure 13: Observation microscopique des bactéries a Gram négatif (objectif x 100) : a-
I’isolat S11, b- I’isolat T10, c- I’isolatG9, d- I’isolatB4,e- 1’isolat Z9, f- I’isolat S3............... 41
Figure 14: Aspect morphologique des isolats : (a) ; Aspect des colonies sur YMA,; (b) aspect
des colonies sur YMA RG(c) test de Vitesse de CrOISSANCE. .......covverveeeereereeieseesireneesreeneenns 42

Figure 15: Tests enzymatiques : (a) : Test nitrate réductase positif(b) ; Test uréase positif

(c)Test cellulase positif(d): Test péctinase POSItif..........c.cocveveiiieiiiiie i 48
Figure 16: Utilisation des sucres par les isolats provenant du site Salah Salah Salah, Wilaya
08 GUEIMA ... ettt et e e e e st e saeesaeeseeeneeteeneesneesteeneenreenseans 49
Figure 17: Utilisation des sucres par les isolats provenant du site Mdjez Ammar, ................ 50

Figure 18: utilisation des sucres par les isolats provenant du site Tamalous, Wilaya de Skikda

.................................................................................................................................................. 51
Figure 19: Utilisation des sucres par les différents isolats provenant du site Benzouit, Wilaya
(0 [T N1 (e - PSPPSR ORSURRRS 52

Figure 20: Utilisation des substrats carbonés par les isolats provenant du site Boumaaza,
Wilaya de ANNADA ..........ooeiee e nre s 53



Figure 21: Assimilation des aminoacides par les isolats provenant du site Boumaaza, Wilaya

(o[ 3 N g - o SRR PRI 54
Figure 22: Assimilation des aminoacides par les isolats provenant du site Benzouit, Wilaya
08 SKIKOA ...ttt bbbttt b bbbt 55
Figure 23: Assimilation des aninoacides par des isolats provenant du site Tamalous, Wilaya
(01T (o - PRSPPSO 56
Figure 24: Assimilation des acides aminés par les isolats provenant du site Mdjez Ammar,
Wilaya 08 GUEIMA.......ceeieice et esteebesneesre s 57

Figure 25: Assimilation des aminoacides par les isolats provenant du site Salah Salah Salah,
WIHAYA 08 GUEIMA. ...ttt bbbttt 58
Figure 26: Effet du pH sur la croissance des isolats provenant du site Mdjez Ammar, Wilaya

08 GUEBIMA ...ttt b et b e e e bbbttt b e neene e 59
Figure 27: Effet du pH sur la croissance des isolats provenant su site Benzouit, Wilaya de
R3] 1o - SRS 60

Figure 28: Effet du pH sur la croissance des isolats provenant du site Boumaade Annaba. .. 61

Figure 29: Effet du pH sur la croissance des isolats provenant du site Salah Salah Salah,

Wilaya de GUEIMAL ......ovieie ettt re e teaneenre s 62
Figure 30: Effet du pH sur la croissance des isolats provenant du site Tamalous, wilaya
[0 LI N - VUSSR 63
Figure 31: Effet du NaCl sur la croissance des isolats provenant du site Mdjez Ammar,
Wilaya de GUEIMAL ......ccoieee et s e e be e reenaenre s 64
Figure 32: Effet du NaCl sur la croissance des isolats provenant du site Tamalous, Wilaya de
R3] 1o - VSRRSO 65

Figure 33: Tolérance des isolats provenant du site Salah Salah Salah, Wilaya de Guelma a
différentes concentrations du NACH. ..o 66
Figure 34:Tolérance des isolats provenant du site Benzouit, Wilaya de Skikda, a différentes
CoNCENEratioNS AU NACH. .......ooiieece et este e e sraenreens 67
Figure 35:Tolérance des isolats provenant du site Boumaaza, Wilaya de Annaba, a
différentes concentrations du NACH. .........cccooiiiiiiiie e 68
Figure 36: Résultat de la sensibilité des bactéries aux phages ; a droite absence des plages de
lyse(B9), a gauche présence des plages de [YSES.......uvvveviieiierie i 75
Figure 37: Test de nodulation : (a) le dispositif du test de nodulation, (b) racine de Phaseolus
coccineus nodulée par T8, (c) racine de Phaseolus coccineus nodulée par S11, (d) racine de
P.vulgaris NOAUIEE PAr BB .........cvoiiiiiiiicieieeesee ettt sttt 76

Figure 38: a-nodule sous forme de grappe b- prendre de mesure d’un nodule formé. .......... 77



Figure 39: différence de couleur entre un nodule et un autre issu d’un test de nodulation in
1YL L0 TP S TP PO PP PRPPRPRO 77
Figure 40: Profil electrophorétique de I’ADN génomique des iS0lats ...........ccoervrererienenne. 79
Figure 41: Profil électrophorétique du produit PCR des isolats ndulant la légumineuse du
OENIE PRASEOIUS. ...ttt et et et e e s e te e be e e e s reesteeneeareeteans 80

Figure 42: Alignement de la souche T8 avec la séquence de Bacillus subtilis...................... 81



Listes des Tableaux et des planches

Tableau 1: Classification des Rhizobium (Berrada et Fikri-Benbrahim., 2014) .................... 16
Tableau 2: La séquence nucléotidique des amorces fD1 et rD1........ccccocevvveiiivieiieieerienen, 39
Tableau 3: Liste des isolats et lessouches de réference...........ccoouvvviieinneiene s, 43
Tableau 4: Résultats de la croissance des isolats a différentes tempeératures. ..............coc...... 70
Tableau 5: Concentration minimale inhibitrice de métaux lourds...........cccocevvvviieiiveienienen, 72

Tableau 6: Nombre et caractéristique des nodules produit par les plantes les deux variétés

0E 18 TEQUIMINEUSE ...ttt ettt e e e s b e e steese e e be e beentesreesteennesreenneans 78



Liste des abréviations

ADN :Acide désoxyribonucléique

ADNr : ADN ribosomique

ARN : Acide ribonucléique

BNL.: Bactéries Nodulant les Légumineuses

C: Cytosine

G: Guanine

FAME : Fatty Acid Methyl Ester

MALDI-TOF :Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation Time Of Flight
MS : Mass Spectrometry

N: Azote

N : Diazote

PCR : Polymerase Chain Reaction (Réaction en chaine de polymeérisation)
PH : potentiel d’hydrogéne

RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism (Polymorphisme de longueur des
R : Rhizobium

P : Phaseolus

PHB : polyhydroxybutyrate
T-RFLP : Terminal-Restriction Fragment Length Polymorphism
Leu : Leucine

Ser : serine

Pro : Proline

Cys : Cystéine

Ala : Alanine

Lys : Lusine

Met : Méthionine

lleu : Isoleucine

Asp : Asparagine

Ac-glu : Acide-glutamique



Tyr : Tyrosine
His : Histidine
Phe-ala : Phenyl-alanine

Thr: Threonine
Pb : Plomb

Cu : Cuivre

Zn : Zinc

HgCl, : Clorure de Mercure
ShO3 : Antimoine

Cd : Cadmium

YMA : Yeast Agar Mannitol
TY: Triptonne Yeast



Introduction |



Introduction

De maniére a faire face a 1’augmentation de la population mondiale et aux besoins
croissants sur le plan alimentaire qui en découle, ’augmentation des rendements enagriculture
est devenue un enjeu majeur. En effet, les récents rapports de la FAO indiquent que d’ici 2050
il sera nécessaire de doubler la production agricole mondiale actuelle pour nourrir
les 9 milliards d’étres humains.

L'azote, en tant que composant aminé present dans les biomolécules (protéines, acides
nucléiques, vitamines...) est I'élément constitutif des végétaux le plus important aprés
le carbone. Malheureusement, la concentration de ses formes assimilables dans le sol
(ammonium, nitrate, etc.) est souvent limitante pour la bonne croissance des plantes
et constitue de ce fait, trés fréquemment, le facteur clé de la production agricole (Roger et al.,
1996).

De plus, l'apport en azote aux organismes régule la productivité primaire
dans de nombreux écosystemes naturels. L’azote existe dans de multiples états d'oxydation
et des formes chimiques dans la nature, et les transformations entre ces différentes formes

sont typiquement catalysées par des micro-organismes (Hayatsu et al., 2008).

Les microorganismes du sol constituent une part majeure de la biodiversité des sols et jouent
un réle central dans les processus du sol (Fierer et Jackson., 2006 ; Schimel et Schaeffer.,
2012 ; Philippot et al., 2013), qui affectent finalement le fonctionnement des écosystemes
terrestres. Etant donné que les contributions biogéochimiques des microbes et la dynamique
des communautés microbiennes, peuvent étre associées a la variation temporelle et spatiale
des processus et des taux de 1’azote. Ainsi, la compréhension du lien entre les processus
biogéochimiques de 1’azote et la dynamique des communautés microbiennes peut fournir une
compréhension plus mécaniste du cycle d’azote que I'observation directe de la dynamique.
En outre, il est important de connaitre les facteurs qui influent sur la biodiversité
et le fonctionnement des microbes du sol qui interviennent dans ces processus afin de predire

les réponses des écosystémes a un environnement en évolution (Singh et al., 2010).

Le faible rendement dans les systémes de culture de I’haricot en Afrique, a fait
développer d’autres moyens de production bio plus performants; qui contribue

a I’amélioration de la culture des céréales sans se référer aux engrais chimiques.



Les rapports ont montré que l'azote est I'un des nutriments, le plus indispensable
a la croissance des plantes car il joue un réle crucial dans la vie des plantes et leurs processus

physiologiques (Prosper et al., 2016)

VU ces qualités, il n’est pas étonnant que les légumineuses a graines aient été
domestiquées dans tous les foyers d’agriculture du globe. La distribution géographique
de plusieurs plantes cultivées dont les 1égumineuses, 1’haricot domine et ne cede la premiére
place qu’au soja. Il est encore cultivé de facon importante en Amérique, en Afrique
et en Asie. En Algérie, malgré le climat méditérraméen qui rend possible la culture de cette
plante, on note seulement la présence de deux especes de la légumineuse du genre Phaseolus
(P. vulgaris et P. coccineus)et comme toute légumineuse, cette plante développe des nodules.
Les rizobia fixent 1’azote atmosphérique en le réduisant en ammoniac disponible

pour la nutrition azotée de la plante.

Un certain nombre d'espéces de Rhizobium nodulent des légumineuses de maniére
spécifique. Les deux organismes, en interaction, communiquent par un échange mutuel
de molécules signales diffusibles a des niveaux multiples avec des degrés de spécificité
distincts (Den Herder et Parniske., 2009). La premiére étape de cette interférence moléculaire
se produit dans l'interface du sol entourant la racine de la plante - la rhizosphére -
qui représente une avant-garde trés dynamique pour les interactions entre les planteset

les microorganismes du sol.

L'isolement des rhizobiums pour la production de légumineuses a attiré unecertaine
attention en Afrique en raison de la recherche insuffisante ou de la négligence des chercheurs
et l'ignorance de son potentiel dans la production de légumineuses ainsi que l'absence
d'intention du personnel qualifié pour populariser la technologie(Simon et al., 2014).

La taxonomie des rhizobia a changé significativement ces derniéres années
avec le développement des nouvelles techniques d'études. Toutefois, cette taxonomie restera
toujours dynamique car bien que les rhizobia soient étudiés depuis plus de 100 ans,
des symbiotes ont été identifiés pour moins de 10 % des 720 genres de légumineuses. Ainsi,
il est probable gu'avec ces nouveaux outils d'étude, de nouveaux genres de rhizobia soient
découverts parmi les sous-classes alpha et beta des Protéobactéries et peut-étre méme parmi
d'autres taxons (Verine., 2008) et que cette probabilité peut étre méme élevée (Minja., 2001).

En Algérie, la diversification des cultures fourragéres est tres limitée en raison

du manque pergu sur les travaux y afférent.



Nous rappelons qu’en Algérie, peu d’¢tudes n’ont rapporté ou mentionnées

que le genre Phaseolus est nodulé par les Rhizobium.

A cet effet, nous avons abordé ce travail par I’étude de cette symbiose en appliquant

une stratégie qui consiste a :

Etudier les caractéres morphologiques et culturaux des bactéries nodulantla
Iégumineuse du genre Phaseolus cultivée en Algérie suivi par une caractérisation
phénotypique,

Evaluer la tolérance des isolats aux différents facteurs abiotiques,

Etudier la sensibilité des isolats aux bactériophages du sol,

Etablir in vivo la relation symbiotique entre les bactéries et leur plante héte,
identification moléculaire des isolats par la méthode de I’ADNr16S,

Faire une comparaison de la structure caractéristique et diversité genétique
des populations nodulantes dans les différents sites de I’est du payé avec
des populations bactériennes provenant des sites d’origine a I’éché¢le mondiale,
Discuter des résultats obtenus de cette caractérisation phénotypique

et génotypique.
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1.La fixation biologique de I’azote

Dans les sols, les quantités d’azotes assimilables par les plantes sont faibles alors que
cet ¢lément constitue souvent, avec le manque d’eau et de phosphate, un principal facteur
limitant la croissance des végétaux (Cleland et Harpole., 2010). Bien que 1’azote est trés
abondant sur la planéte puisque 1’atmosphére contient 78% de diazote (N3) mais cette forme
est inaccessible a la plupart des étres vivants. En effet les seuls organismes capables
de I'utiliser sont des bactéries. (Day etal., 2001 ; Downie, 2005).

La fixation biologique de Il'azote qui est la transformation de l'azotegazeux
atmosphérique par des microorganismes du sol en azote combinéassimilable par les plantes
peut constituer une alternative a l'utilisation d'engraischimique azoté ou du moins permettre
de réduire son utilisation dans les systemes agricoles. Diof, 1997.De ce fait, un quart de
I'azote fixé dans le sol provient de symbioses rhizobiales (Madigan etal.1997; Zahran, 1999;
Werner et Newton, 2005 ; Ollivier etal., 2011).

Ce processus permet de réduire I’N, en ammoniac NH3 en présence d’un complexe
enzymatique réducteur appelé nitrogénase (figure 1), en présence d’une faible teneur
en oxygene.(Simms et Taylor., 2002). Wallenstein et al(2006) ; Philippot et al(2007) ;
Hayatsu et al(2008) ; Braker et Conrad (2011) ; Levy-Booth et al (2014) annoncent que les
informations actuellement disponibles sur la relation entre I'écologie microbienne du sol

et la fixation biologique de 1’azote atmosphérique régissent sur 1’avenir du N2 dans les sols.

C'omiplexe nitrogénase

Fe-protéine ([ N#F H MoFe-protéine ou Dinftrogénasc
Dirulrogérase réduclase NIl D, NafIC T FeMova)

" @,

Figure 1: L’enzyme de la nitrogénase et mécanismes d'action (Yann., 2006)
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2. Les Légumineuses

Les légumineuses ou Fabaceae sont classées parmi les angiospermes, eudicotylédones
a gousses (Sprent, 1995, Doyle et Luckow, 2003). Elles constituent la troisiéme plus grande
famille de plantes supérieures en nombres d’espéces aprés Orchidaceae et les Asteraceae,
avec plus de 727 genres, 18.000 espéces, et la deuxieme en importance agricole (Raven et al
2000 ; Doyle,2001 ; Cronk et al 2006).Ces especes sont réparties en trois sous-familles ;

-LesCaesalpinioideae : dans leur majorité des arbres ou des arbustestropicaux
ou subtropicauxavec une fleur pseudo-papillonacée, posséde 5 pétales non différenciés
et des étamines visibles.

-Les Mimosoideae : la plus part sont des arbres tropicaux avec une fleur réguliére,
petite, groupées souvent sous forme de pompons.

Les Papilionoideae : Cette appellation est due a la forme de la corolle qui se présente
sous forme de « papillon » (Guignard et Dupont., 2005). Elle renfermedes plantes herbacées
avec des fleurs irrégulieres, composées de 5 pétales. Elles représentent plus de deux tiers
des especes des trois sous-familles, 97% parmi elles peuvent étre nodulées. (Judd et al 2001;
Gage., 2004; Patriarca etal., 2004 ; Stacey et al 2006).

Les Iégumineuses sont cultivées sur environ 250 Mha et capables de fixer environ
90 Tonne de N2 par an a la suite de la symbiose avec les Rhizobia (Kinzig et Socolow.,1998).
Elles difféerent avec la plupart des plantes parce qu'elles utilisent I'azote a la fois de sources
minérales et symbiotiques.

Les petits agriculteurs qui sont les principaux producteurs de Iégumineuses en Afrique
appliquent rarement des engrais pendant la production des légumineuses. Par conséquent,
la culture dépend largement de l'azote fixé a partir de fixateurs d'azote naturels. (Simon
etal.,2014).

2.1. Le genre Phaseolus

Le haricot est I'une des légumineuses les plus importantes au monde en raison
de sa valeur commerciale, sa production extensive, l'utilisation par les consommateurs
et la valeur nutritive (Xavery etal., 2006, Cabi, 2007). Citant par exemple, la consommation
de I’haricot par un habitant de I’ Afrique orientale et australe est de 40 a 50 kg par an (Blair
etal, 2010). Ces graines sont la bonne source de protéines, de vitamines et de minéraux
comme le Fe, le Zn, le P, le Ca, le Cu, le K et le Mg. Aussi elles sont d'excellentes sources
de glucides complexes (Camacho et Gonzalez de Mejia., 1998). Le Phaseolus a un impact
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positif sur la fertilit¢ du sol et I’amélioration du rendement par le processus de la fixation
biologique de I’azote et 1'incorporation de résidus dans les sols (Blair etal., 2010).

Le genre Phaseolus ou I’haricot est une légumineuse qui comprend 5 genres, avec
environ70 espéces .Ces dernicres sont originaires du Mexique et I’Amérique ou la majorité
des espéces sont cultivées et domestiqués depuis plus de 8000 ans. (Gepts et Deouk., 1991 ;
Freytag and Debouck, 2002;Chacon etal, 2005 ; Delgado-Salinas etal, 2006). De plus cette
Iégumineuse était connue au moins 5000 ans avant Jesus-Christ. (Purseglove., 1984 ; Clat.,
1987).

La distribution géographique de I’haricot dans le monde est trés diversifiée,tant
de point de vue climatique que de point de vue pédologique, en ont fait une culture adéquate
pour des systemes agro-culturaux tres variés. (Woolley et, Davis., 1991 ; Belay etal., 2009).

L'apparition de génotypes neutres dans toutes les especes du Phaseolus a permis leur
propagation dans les zones tempérées fraiches et vermines. Il est donc possible de cultiver
une ou plusieurs especes de ce genre dans la plupart des régions du monde ou la culture peut
étre pratiquée. Ainsi les espéces Phaseolus vulgaris et P.coccineus qui font 1’objet de notre
étude possedent toute les deux un pool de genes commun au contraire des autres especes.
(Smartt., 2008).

Le Phaseolus a un intérét dans I’amélioration de la production alimentaire ; en effet,
ces graines avec celle du blé Triticum durum font 1’objet de I’incorporation de la farine

de produits des nouilles de meilleures qualités (Bharath et Prabhasankar., 2015).
-Description botanique :

Le haricot est une plante herbacée annuelle a croissance déterminée ou indéterminée.
A la germination, la plante est généralement a racine pivotante mais qui forme apres
des racines secondaires longues de 10 a 15 cm se développant sur toute la racine principale
(Ndéye FD., 2002). A I’issue de la germination épigée, deux feuilles opposées simples puis
des feuilles trifoliées a folioles cordiformes se forment sur une tige angulaire. Les fleurs sont
portées en grappes axillaires et terminales. Elles sont regroupées en inflorescence, sur de
longs pédoncules axillaires (figure 2). La couleur des fleurs peut étre blanche, roses

ou violettes.
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Figure 2: a- Fleur blanche de Phaseolus coccineus (site Benzouit, Skikda) b- fleur rose
de Phaseolus vulgaris c- La disposition des feuilles trifollioles sur une tige angulaire

2.1.1.La légumineuse P. vulgaris

L’haricote de phaseolus vulgaris est une plante herbacée avec un port qui peut
changer d’une variété¢ a une autre .deux grands groupes sont distingués les variétés a tige
volubile qui peut atteindre 3m de hauteur ces variétés ont besoin de support pour soutenir
la tige ,et les variétés naines a tige ramifiée de 40 a 60 cm de hauteur (Dupont
et Guignard.,1989). L’éspece P..vulgaris est une plante annuelle a végétation rapide son
cycle est de 90 a 120 jours (Peron., 2006). Le systeme radiculaire est profond et peut
descendre jusqu’ a 1.20m, Apres 15 a 20 jours des semis, des nodules peuvent se former
sur ces radicelles (Adams etal., 1985). Ces graine sont de forme ovale (figure 3-a) avec des
tailles différentes tailles allant de 0.5cm jusqu’a 2.7cm (celles qui en existent en Algérie).
Cette variété est baptisée par Linné en 1753, probablement sur un matériel amené en Suede.
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(Daniel etal., 1989).Plus d’une trentaine de synonymes ont été décrits (Prakken., 1934 ;
Brucher., 1988) ; on retiendra surtout :
Phaseolus communis L. ex Pritzel (1855)
Phaseolus esculentus Salisb. (1797)
Phaseolus gonospermus Savi( 1825)
Phaseolus nanusL.(1753)
La liste des noms vernaculaires est tout aussi longue, mais on rencontre le plus souvent :
haricot commun, haricot vert, mange-tout, princesse.........ect. Gepts etal., 1986.
Selon Guinard (1998), la position systématique du P.vulgaris est la suivant ;
-Régne : végétal
-Embranchement : Spermaphytes
-Sous Embranchement : Angiospermes
- Classe : Dicotyédone
-Ordre :Fabales
-Famille : Fabacées
-Genre :Phaseolus

- Espece:Phaseolus vulgaris |
2.1.2.La légumineuse Phaseolus coccineus

Le haricot d’Espagne est une plante herbacee vivae arames, défini par Linné en 1753.

La liste de ses synonymes est moins abondante ;
Phaseolus bicolor Arrab. (1825)
Phaseous multiflorus Willdenow (1803)
Phaseolus vulgaris var. coccineus L. (1763)

C'est une légume oublié, appréciée pour ses fleurs rouge écarlate ou blanches
en bouquets s'épanouissant en été et pour leurs graines comestibles de taille peu réduite
a celles de P.vulgarisavec une couleur marron mouchetée en rouge (selon la variété cultuvee
en Algérie) (figure 3- b).A la différence des autres espéces du genre Phaseolus, c'est une
plante par sa racine pivotante tubérisée mais uniquement en climat chaud. C'est pour cette
raison qu'elle est habituellement cultivée comme plante annuelle. Elle a des tiges volubiles

pouvant atteindre quatre metres de long.
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Les feuilles, alternes, vert foncé, sont composées de trois folioles ovales-acuminées.
Les fleurs papilionacées, qui sont de couleur rouge, orange ou blanche, selonle cultivar ;
les graine de I’haricote d’Espagne germent au bout de 10-14 jour aprés le semis,la floraison
début 40-60 jours apres le semis ces fleurs s’ouvrent aulever du soleilet se fanent au moment
ou il se couche.( Brink et Belay ., 2006 ).

Comme ce matériel a été peu diffuse hors des territoires américains, un petit nombre
de noms vernaculaires sont connu. Cette situation contraste avec le grand nombre de noms
donnés par les différentes cultures amérindiennes. Il convient de signaler que cette situation
prévaut également pour toutes les autres especes cultivées : 1I’abondance de noms n’est
finalement qu’un reflet de la diversité des matériels, des usages et de longue tradition
culturale de la part des peuples amérindiens. Signalant seulement en langue anglaise : scarlet

runner bean, runner bean, dutch caseknife...ect. La P.coccineus suit la taxonomie suivante

-Ordre :Fabales
-Famille :fabaceae
- Sous-famille : Faboideae,
-tribu : Phaseoleae
-Sous-tribu : Phaseolinae
-Genre :Phaseolus

-Espéce : phaseolus coccineus

Figure 3: Couleur et forme des graines : (a)- Graines de Phaseolus vulgaris. (b)- Graines
de Phaseolus coccineus
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3. Le microsymbiont

Avec leur potentiel a fixer jusqu'a 300 kg d'azote moléculaire / ha de terres cultivées,
les bactéries symbiotiques contribuent de maniére significative a une offre d'azote
écologiquement rationnelle et rentable. La plupart des rhizobia (ordre Rhizobiales)
appartiennent a des familles de la subdivision a-protéobactéries (Garrity etal., 2002), bien
quedes [B-protéobactéries symbiotiques moins potentiellement fixateurs de [l'azote

atmosphérique aient été rapportées (Chen etal., 2003, Rasolomampianina etal., 2005).

Les Rhizobium sont de bactéries du sol Gram-négatives unicellulaires sont un groupe
diversifié de onze genres qui sont capables d'induire des nodules de fixation d'azote
sur les racines de légumineuses comme Vicia faba. La symbiose entre Rhizobium
et les légumineuses est trés importante et représente 50% de 175 millions de tonnes
de Fixation biologique totale de I'azote utilisée dans I'agriculture. Le Rhizobium
leguminosarumsymbiovar. Viciae est parmi les rhizobies a croissance rapide et capable

de noduler Viciasativa et Pisum sativum (Doyle, 1998).

Les Rhizobium sont des bactéries qui fixent I'azote en symbiose avec les plantes,
notament les Iégumineuses(Spaink etal., 1998). Cette relation symbiotique est cruciale pour
le cycle de I'azote, et la compréhension des mécanismes symbiotiques est un défi scientifique
avec des applications directes dans I'agronomie et le développement des plantes(Resendis-
Antonio etal.,2007).

3.1 Classification des Rhizobium

Il est impératif de connaitre les caractéristiques phénotypiques, génotypiques
et biologiques d'un micro-organisme afin de le différencier des organismes pathogénes et/ou
toxigenes apparentés ou des autres organismes nuisibles pour la santé végétale, animale,
humaine et pour I'environnement. Par conséquent, I'identification précise du ou des micro-
organismes actifs constitue une composante fondamentale de toutes les évaluations
d'innocuité des suppléments microbiens. Jusque dans les années 1970, les microbiologistes ne
disposaient pas de beaucoupde techniques pour la classification, ils se basaient
essentiellement sur des criteres phénotypiques (capacité a nodulerune espece de légumineuse
pour un Rhizobium par exemple), mais la généralisation des techniques de caractérisation
basées sur la réaction de polymérisation en chaine a révolutionné la taxonomie bactérienne.

Les bactéries nodulant leslégumineuses ont vu leur classification sans cesse remaniee,
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Surtout ces dernieres années, grace aux techniques de lataxonomie polyphasique.
Nous présentons ici un apercu des principales techniques moléculaires actuellement
employées pour la caractérisation bactérienne, avec des exemples d’application de ces
techniques puisés dans les bactéries nodulantles Iégumineuses( Zakhia et de Lajeudi., 2006) .
Aussi, la taxonomie des rhizobia a changé significativement ces dernieres années avec
le développement des nouvelles techniques d’études. Toutefois, cette taxonomie restera
toujours dynamique car bien que les rhizobia soient étudiés depuis plus de 100 ans,
des symbioses ont été identifiés pour moins de 10% des 720 genres de légumineuses
( Fossou.,2011).Ainsi, il est probable qu’avec ces nouveau outils d’étude, de nouveaux genres
de rhizobia soient découverts parmi les sous-classes alpha et beta des Protéobactéries

et peut-étre méme parmi d’autres taxons (Vernie., 2008).

3.2. Méthodes appliquées a I’étude de la diversité des Rhizobiums

Depuis plus d’une trentaine d’années, les taxonomistes bactériens reconnaissent
que le systeme de classification des bactéries ne plus se fait baser sur des similarités
de fonctions (diazotrophes, phototrophes, nodulation) et qu’il est nécessaire d’adopter
une approche nécessitant la convergence du maximum de données (phénotypiques,
génotypiques, phylogénétiques) pour déterminer les groupes taxonomiques ou taxons
bactériens. Cette approche, appelée taxonomie polyphasique a considérablement modifié
la perception que les taxonomistes bactériens avaient des relations entre divers groupes

de microorganismes (Olsen etal., 1994).

3.2.1 Meéthodes phénotypique

Les méthodes phénotypiques sont celles qui ne sont pasdirectement basées
sur ’ADN ou ARN. Elles font appel principalement aux caractéristiques morphologiques,
physiologiqueset biochimiques des bactéries en utilisant des techniques standardisées
(Vandamme etal.,, 1996; Graham etal., 1991). Dans la majorité des laboratoires
demicrobiologie les tests phénotypiques classiques sont utiliséspour 1’identification
et constituent la base de la description formelle des taxa. Le développement des systemes
miniaturisés et automatisés tels que les APl ou BIOLOG,lagénéralisation du traitement
des données par ordinateur et I’analyse numérique ont rendu plus aisée la classification
des microorganismes par [’approche phénotypique. Cependant pour certains groupes

de bactéries, le manque de caractéristiques phénotypiques pose souvent des problémes
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pour leur description ou leur différenciation. Dans ces cas, lesméthodes génétiques
ou chimiotaxonomiques sont nécessaires pour identifier de maniére slre les souches.
Actuellement  lestechniques  phénotypiques les  plus  couramment  utilisees

par les microbiologistes sont :

a. L’analyse phénotypique classique

Cette méthode concerne la caractérisation des microorganismes parune série de tests
sur la base de critéres de vitesse decroissance, de pH, de tolérance a la salinité¢ ou a d’autres
facteurs de I’environnement, croissance en présence desubstrats donnés. Cette analyse

phénotypique est classique et constitue la base de la microbiologie.

b.Les systémes commerciaux

Ce sont des systemes miniaturisés (Galerie API, BIOLOG...).Il s’agit d’une batterie
de tests de caractérisation de microorganismes en présence de substrats (croissance,activité
enzymatique...). Trés pratiques d’utilisation et performants, ces systémes permettent de créer
des bases de données intéressantes. Cependant ils restent coliteux, et leur fabrication n’est pas

assurée dans le temps.

c. La composition des parois cellulaires

Cette approche peut servir pour caractériser les bactériesmais elle est utilisée plutét
pour les bactéries a gram-positif,car la composition de leur paroi contient une variabilité
d’¢léments informatifs (Schleifer et Kandler., 1972).

d. FAME (« Fatty Acid Methyl Ester ») ou analyse des acides gras cellulaires

Les acides gras sont les composants majoritaires deslipides cellulaires. Etant donné
la variabilité de longueur deleur squelette lipidique, de la position de la double liaison ouaussi
la variabilité des groupes de substitution présents surleur chaine, leur utilisation en taxonomie
de procaryotes adonné de bons résultats (Jones et Krieg 1984; Suzuki et al.,1993).
La technique FAME a été introduite pour la caractérisationdes bactéries nodulant
les légumineuses (BNL) par Jarvis et Tighe., 1994. Cette méthodeconsiste en 1’extraction
des acides gras totaux de la cellulebactérienne et I’obtention de profils d’acides gras qui sont
caractéristiques de la souche étudiée. Cependant, cetteméthode doit procéder a une

standardisation du milieu et desconditions de culture, car la composition d’acides gras dans
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les cellules peut varier selon les conditions environnementales. So etal.,1994ont appliqué
cette méthode pour étudier ladiversité d’isolats de Bradyrhizobium isolés d’Aeschynomene,
et la technique FAME donnait un résultat concordantavec les résultats obtenus
avec le séquengage del’ADNr 16S. D’autre part, plusieurs auteurs ont appliqué cette
technique pour I’étude de la diversité de bradyrhizobia (Graham etal.,1995; Zhang
etal.,1999). Cette technique aun pouvoir résolutif qui peut aller jusqu’a la séparation
des différentes especesde BNL (les especes de Rhizobium,Sinorhizobium et Agrobacterium)
sauf pour R. etli et R.leguminosarum (Jarvis et al.,1996). Récemment, Ngom etal., 2004
ont utilis¢ cette méthode avec le séquencage del’ADNr 16S pour affilier au genre

Ochrobactrum, une souche bactérienne fixatrice d’azote en symbiose avec Acaciamangium.

e. Le MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation Time Of Flight Mass
Spectrometry)

Le (MALDI-TOF) spectrométrie de masse (MS) est devenue une méthode de choix
pour l'identification des bactéries(Sauer et Kliem, 2010). Au laboratoire de microbiologie
clinique cette technique est utilisée pour 1’identification des bactéries et des mycetes grace
a I’étude des protéines totales. En effet, le MALDI-TOF aremplacé de plus en plus
les procédures basées sur I'ADN pour I’identification des bactéries, en particulier dans
les laboratoires de diagnostic responsable de caractériser les isolats cliniques (Seng
etal.2009 ; Ziegleretal., 2015). MALDI-TOF MS offre la possibilit¢ d’une identité
bactérienne et la résolution en genre, en l'espéce et meme a la sous-espéce. Avec certains
taxons, le MALDI-TOF a été appliquée avec succes aux diverses souches rhizobiales isolés
des nodules racinaires des légumineuses. (Ferreira etal.2011; Sanchez-Juanes et al. 2013;
Ziegler etal. 2012) .Le spectre de masse obtenu pour une souche pure est comparé
aux spectres d’une base de données pour identification. Cette technique comme toute autre
technique a des avantages, car elle estrapide et peu couteuse (hors codt appareil), permet
une identification possible des bactéries et desmycetes, peu de gestes techniques,
simplification de la démarche d’identification, et des inconvénients ; en cas de prélevement
contaminé, ou de mauvais dépdt 1’identification est impossible ou erronée aussi cette
identification est limitée aux micro-organismes présents dans la base de donnés ( Moreda.,
2015).
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3.2.2. Méthodes utilisées pour une identification Moléculaire

L’ étude des populations par isolement de bactériessur milieux de culture ne permet
la mise en évidence que d’une trés faible proportion des espéces bactériennes présentes
(Nocker et al., 2007). Il existe beaucoup de choix au niveau des techniques de biologie
moléculaire pour 1’étude des populations bactériennes. La technique utilisée dépendra du but
de I’étude, du budget, des habitudes du laboratoire, de la complexité de la population étudiée
et du temps disponible. ( Huybenset al, 2009). En effet Il s’agit de techniques qui ciblent
directement lesmolécules d’ADN et d’ARNr. Elles sont actuellement les méthodes
dominantes de la taxonomie moderne. Ceci est laconséquence des progres technologiques,
mais égalementetsurtout du fait que la nouvelle conception de la taxonomie est qu’elle doit
refléter les similarités entre les génomes(Zakhia et De Lajudie, 2006).

Les approches moléculaires ont offert la possibilité de caractériser les populations
et les communautés de micro-organismes avec des capacités de traitement compatibles
avec les impératifs de réplication et de diversification de 1’échantillonnage des systemes
naturels.

Ces micro-organismes (micro-algues, bactéries, archées ...) qui étaient jusque-la
considérés comme des compartiments types « boites noires », apparaissent désormais comme
des populations et communautés dont il convient d’appréhender la dynamique temporelle
et les patrons de répartition spatiale au méme titre que ceux des macro-organismes
(Meisterhans, 2012).

a. Détermination du pourcentage guanine + cytosine(% G + C)

Le premier élément des acides nucléiques a avoir eétéutilisé en taxonomie
est le pourcentage (mol %) de basesguanine et cytosine (Johnson, 1984). Ce pourcentage
variechez les bactéries de 25 % a 75 %. Deux organismes prochesphylogénétiquement
ont des valeurs de mol % G + C voisines,mais deux organismes qui ont les mémes valeurs
de mol %

G + C ne sont pas nécessairement proches phylogénétiquement.En effet, la détermination du
% G + C ne prendpas en compte I’arrangement des nucléotides dans lesmolécules d’ADN.
Les valeurs de ce pourcentage d’unesouche a une autre au sein d’une méme espece
ne doiventpas présenter une variation supérieure a 3 %. Les valeurs dece pourcentage
des especes d’un genre donné ne doivent pasprésenter une variation supérieure a 10 %
(Stackebrandt et Liesack, 1993). Pour les BNL, ce taux varie de 56 %(Ochrobactrum) a 72,4
% (Methylobacterium). Cette valeur de mol % G + C est généralement donnée dans la
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description d’une nouvelle espéce, d’autant qu’il estnécessaire de la déterminer pour définir

les conditionsd’hybridation ADN:ADN.

b. Le séquencage de ’ADNr 16S, et d’autres génes ribosomiques:

Chez les procaryotes particulierement, les génes codant pour les ARN ribosomaux
sont organisés en opérons qui contiennent également des espaces intra-géniques ainsi que
d'autres génes codant pour les ARN de transfert (ARNt); Puisque, 'ADNr 16S codant pour
la petite sous unité ribosomique d'environ 1500 pb (opéron rrs : ribosomal RNA small subunit)
et 'ADNr 23S codant pour la grande sous unité d'environ 2500 a 3000 pb (opéron rrl
: ribosomal RNA large subunit) (Gurtler et Stanisich, 1996) donc, ils sont trés utilisés en vu
la taille de ces dernier. Au contraire, 'ADNr 5S est trés peu utilisé dans les études de diversité
vu sa petite taille denviron 120 nucléotides. L'espace entre ces deux opérons
est transcriptionnel d'ou la désignation ITS (Internal Transcribed Spacer) (Normand et al,
1996) (figure 4) .

Toutefois, depuis que Woese (1987) a montré que le gene de I'ADNr 16S est présent
chez toutes les bactéries, qu'il a la méme fonction et que sa structure est conservée, plusieurs
chercheurs l'ont préférentiellement utilisé comme une approche rapide pour évaluer

la variabilité génétique entre les souches de rhizobia (Laguerre et al, 1994 ;Nour et al, 1994b).

Espace Inira-
génigus Transeril (TS
[és |gna1 1on
des pénes Tl
=4
Procluits ARMNr 165 ARNi- 235 ARNr 55
das pénas

Figure 4: Organisation de I’opéron des I’ADNr observés chez les Procaryotes
(El Hilali 2006)

Les genes ribosomiques sont utilises comme marqueurs moléculaires dans I'étude
phylogénétique de différents organismes en raison de leur universalité, leur abondance, leur
taille convenable aux analyses comparatives (Ludwig et Schleifer, 1999).Le géne 16SrDNA
est composé de régions conservées tres utiles pour la désignation des amorces ( Hillis et

Dixon, 1991 ; Stahl et Amman, 1991) et d'autres régions de séquences suffisamment variables
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pour servir comme un excellent moyen taxonomique (Grimont et Grimont, 1986). Ces génes
permettant I’appariement d’amorces «universelles » comprennent 9 zones hypervariables
(de V1 a V9) (Baker et al., 2003), permettant la distinction de 1’espéce (Van de Peer etal.,
1996). Donc, la sequence du 16S rDNA est utilisée pour clarifier la taxonomie de certains

taxons (Mclnerney etal., 1995).

c. Terminal-Restriction Fragment Length Polymorphism (T-RFLP)

basée sur le polymorphisme de taille de séquences d’ADNr 16S apres restriction
enzymatique c'est-a-dire apres coupure de la séquence d’ADN au niveau de motifs nucléiques
particuliers dépendants du choix de I’enzyme (Avaniss-Aghajani etal., 1994 ; Liu etal.,
1997).

L’ADNr 16S est amplifi¢ a I’aide d’un couple d’amorces situées de part et d’autre
de ’ADNr 168, et dont ’amorce amont est couplée a un fluorochrome permettant comme
pour I’ARISA la détection des fragments par le séquenceur. Lors de la restriction
enzymatique, les fragments d'ADN sont chacun clivés en plusieurs fragments de tailles
différentes mais seul le fragment couplé au fluorochrome pourra étre détecté

d’ou I’appellation « Terminal » de cette technique de RFLP.

d. L’hybridation ADN-ADN

La technique d'hybridation ADN-ADN est une méthode génétique commune utilisée
pour étudier I'hétérogénéité, la spéciation et la taxinomie (Martens etal., 2008;Degefu etal.,
2013). La valeur de cette hybridation est un indicateur de similarité des séquences entre
génomes entiers qui exprimée sous forme d’un pourcentage d’hybridation ADN/ADN et de la

stabilité thermique de I’hybride (De Ley et al.,1970 ;Grimont etal.,1980 ;Wayne et al.,1987)

Tableau 1: Classification des Rhizobium (Berrada et Fikri-Benbrahim., 2014)

Genre éspéce La plante hote

Class: Alphaproteobacteria
Order: Rhizobiales
Family: Rhizobiaceae

Genus: Rhizobium
R. leguminosarum

Symbiovarviciae Pisum, Viciae, Lens, Lathyrus
Symbiovartrifolii Trifolium pratense
Symbiovarphaseoli Phaseolusvulgaris

R. galegae Galega, Leucaena
Symbiovarofficinalis Galegaorientalis
Symbiovarorientalis Galegaofficinalis
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. tropici
R. leucaenae
R. tropici

. endophyticum

. phaseoli

. fabae

.etli
Symbiovarmimosae
Symbiovarphaseoli

. undicola

. gallicum
Symbiovarphaseoli
Symbiovargallicum

. giardinii
Symbiovarphaseoli
Symbiovargiardinii

. hainanensis

. huautlense

. mongolense

. yanglingense

. larrymoorei

. indigoferae

. Sullae

. loessense

. cellulosilyticum

R.miluonense

R. multihospitium

R. oryzae

R. pisi

R. mesosinicum

. alamii

. alkalisoli

. tibeticum

. tubonense

. halophytocola

. radiobacter

00O

PRy

Py

AVVOOVDIVDO0D

00000

. rhizogenes

rubi

. vitis

. nepotum

Genus: Ensifer

E. meliloti

E. fredii
symbiovarfredii
symbiovarsiensis

E. sahelense

E. terangae
symbiovaracaciae
symbiovar sesbania
E. medicae

E. arboris

E. kostiense

E. xingianense (Formerly:
Sinorhizobiumxingianense)
E. adhaerens

E. kummerowiae

E. americanum
E.mexicanus
E.numidicus

TTVIOD

Phaseolus, Medicago, Macroptilieum

Phaseolusvulgaris
Phaseolus

Vicia faba
Phaseolus,
Mimosa affinis
Phaseolus
Neptunianatans
Phaseolusvulgaris
Phaseolusvulgaris
Phaseolusvulgaris
Phaseolusvulgaris
Phaseolus
Phaseolusvulgaris

Desmodiumsinuatum, Centrosema, etc.

Sesbania herbacea
Medicagoruthenica, Phaseolus
Amphicarpaea

Ficus benjamina

Indigoferaspp.

Hedysarum

Astrgalus, Lespedeza

Populus alba

Lespedeza

Plusieurs especes de légumineuses
Oryzaalta

Pisumsativum

Albizia, Kummerowia Dalbergia
Arabidopsisthaliana
Caraganaintermedia
Trigonellaarchiducis-nicolai
Oxytropisglabra

usine de dunes cétieres

* % F kX

Medicago, Melilotus, Trigonella

Glycine, Vigna, Cajanus

Glycine

Acacia, Prosopis, Neptunia, Leucaena
les plantes hotes différentes

Acacia

Sesbania

Medicagotruncatula, Melilotus

Acacia, Prosopis

Acacia, Prosopis

Glycine max

*

Kummerowiastipulaceae
Acacia

Acacia angustissima
Medicagosativa
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Genus: Shinella

S. kummerowiae

Family: Phyllobacteriaceae
Genus: Mesorhizobium

. loti

. huakuii

. ciceri

. tianshanense

. mediterraneum

. plurifarium

. amorphae

. chacoense

. septentrionale
. temperatum

. thiogangeticum
. albiziae

. caraganae

. gobiense

. tarimense

. australicum

. opportunistum
. metallidurans
. alhagi

. camelthorni

. abyssinicae
. muleiense

. hawassense
. gingshengii
. robiniae

. shonense

. shangrilense

. Silamurunense

. tamadayense

Genus: Phyllobacterium
P. trifolii

Family:
Methylobacteriaceae
Genus: Methylobacterium
M. nodulans

Genus: Microvirga

M. lupini

M. lotononidis

M. zambiensis

Family: Brucellaceae
Genus: Ochrobactrum
Ochrobactrumcytisi
Ochrobactrumlupini
Family: Hyphomicrobiaceae
Genus: Azorhizobium
A. caulinodans

A. dobereinereae

A. oxalatiphilum

Genus: Devosia

LTI I = I KL

Kummerowiastipulacea

Lotus, Cicer, Anthyllis, Astragalus, etc.
Astragalussinicus

Cicer arietinum
Glycyrrhizapallidiflora

Cicer arietinum

Acacia, Chamaecrista, Leucaena,
Prosopis,

Amorpha fruticosa

Prosopis alba
Astragalusadsurgens
Astragalusadsurgens

*

Albziakalkora

Caraganaspp.

Wild legumes

Wild legumes

Biserrulapelecinus
Biserrulapelecinus

Anthyllis vulneraria

Alhagi

Alhagi sparsifolia.

Différents arbres agroforestiers de
[égumineuses

Cicer arietinum

Différents arbres agroforestiers de
[égumineuses

Astragalussinicus
Robiniapseudoacacia

Différents arbres agroforestiers de
[égumineuses

Caragana espéce

Astragalus espéce

Anagyris latifolia, Lotus berthelotii

Trifolium pratense

Crotalariaspp.
Lupinussp.

héte légumineuse Different
héte légumineuse Different

Cytisus
Lupinusalbus

Sesbania rostrata
Sesbania virgata
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Devosianeptuniae Neptunianatans
Family: Bradyrhizobiaceae

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

B. liaoningensese Glycine max

B. yuanmingense Lespedeza

B. betae Betaevulgaris

B. canariense Genisteae et Loteae
B. irlomotense Entadakoshunensis
B. jicamae Pachyrhizuserosus
B. lablabi Lablabpurpureus

B. huanghuaihaiense Glycine max

B. cytisi Cytisusvillosus

B. dagingense Glycine max

B. denitrificans Aeschynomene

B. oligotrophicum

B. pachyrhizi Pachyrhizuserosus
Class: Beta Proeobacteria

Order: Burkholderiales

Family: Burkholderiaceae

Genus: Burkholderia

4. La génétique de la nodulation

Le nodule est le résultat d’un complexe dialogue moléculaire entre le Rhizobium
et la légumineuse(Garg et Geetanjali, 2007). Ce dernier, fait naitre d'une symbiose fixatrice
d'azote, qui débute par la formation de nodosités au niveau des racines ou des tiges
de la plante héte. La formation de ces nodosités survient quand les rhizobia pénetrent leur
hote d'une maniére coordonnée et contrdlée. De nombreux genes appartenant aussi bien aux

bactéries qu'a la plante hote interviennent au cours de ce processus.

4.1.Les flavonoides

Les médiateurs végétaux de ’interaction, de type flavonoides qui sont des composés
phénoliques, ont été décrits comme un groupe structurellement diversifie de meétabolites
secondaires (Wong, 1973), et leur role dans la mise en place de I’interaction symbiotique
est bien documenté. Ainsi nous avons vu précédemment qu'un grand nombre de flavonoides
des légumineuses étaient des inducteurs de gene nod de rhizobia. Ces flavonoides
se répartissent en différentes classes telles que les flavones, les chalcones, les isoflavones,
anthocyanines ou flavonol. Ces composés sont décrits dans de nombreuses espéces végétales,
mais la capacité de production ne suffit pas, bien entendu, a la mise en place de I’interaction.
Par ailleurs, certains flavonoides sont a la fois des inducteurs des génes nod chez certaines

especes de rhizobia, mais des inhibiteur pour d’autres. La balance entre flavonoides
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inducteurs et inhibiteurs produits par une plante participe donc certainement a la régulation
de la nodulation et également a la spécificité d’interaction (Walker, 2010).

4.2. Les genes de nodulation

4.2.1. Genes nod communs (ABCIJ)

Les génes nod communs (nod A, B, C, | et J) sont des genes de nodulation communs a
tous les rhizobia jusqu'ici étudiés. lls sont situés sur un opéron duquel les nod ABC
sont essentiels pour la nodulation. Ces derniers sont physiquement et fonctionnellement
conservés chez toutes les espéces de rhizobia et leurs mutations provoquent une perte
compléte de la capacité a infecter et a noduler les plantes hotes. En effet, ces genes sont
indispensables pour induire la déformation des poils absorbants en forme de crosse (curling)

et inciter les cellules végétales a se diviser (Brewinetal., 1992 ; Pelmont, 1995).

4.2.2. Genes nod spécifiques (nod H, nod FE, nod G, nod MN, nod Q etc.)

Les génes hsn (host specific nodulation) sont des geénes spécifiques de la plante
a infecter (Pelmont, 1995). lls ne sont pas nécessairement présents ou fonctionnellement
conserves chez tous les rhizobia (Sharmaetal., 1993). Ces génes sont responsables
de la spécificité d'hdte et de la reconnaissance entre la bactérie et la plante, étape préalable
a l'infection (Davet, 1996). Leur mutation provoque un retard, une réduction de la nodulation
ou une modification de leur spécificité d'hdte (Debelle et Sharma, 1986 ; Debelleet al.,1986;
Horvath et al.,1986 ; Cervanteset al.,1989).Aprés leur transcription, les génes nod produisent
des enzymes qui contrblent la synthese de molécules indispensables au processus
de nodulation. Ces signaux, qui sont généralement connus sous le nom de facteurs Nod, sont
des molécules lipo-chito-oligosaccharidiques (LCOs) (Terefework, 2002). La synthese
du noyau lipooligosaccharide de ces molécules est contrélée par les genes nod ABCD tandis
que les génes hsn assurent les diverses substitutions de celles-ci (Debelleetal., 2001).
Les facteurs Nod sont responsables de la spécificité de la reconnaissance entre les symbiotes
et du déclenchement de I'organogenése nodulaire. En effet, méme émis a des concentrations
minimales, ces signaux peuvent déclencher des réponses symbiotiques chez la plante telles
que la déformation des poils radiculaires, la division corticale des cellules et la formation de
nodule primordial (Debelleetal., 2001). L'identification du signal Nod est une étape essentielle
dans I'établissement du dialogue moléculaire a lI'origine de la symbiose entre les Iégumineuses

et les bactéries fixatrices d'azote.
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4.2.3. Génes nif

Les genes nif existent chez plusieurs bactéries dont les rhizobia (Young et Haukka.,
1996). Chez ces derniers, ces genes codent pour la synthése d'un complexe enzymatique
catalysant la réduction de l'azote et connu sous le nom de nitrogénase
ou dinitrogénase(HOPKINS, 2003). Ce complexe enzymatique est constitué de deux
métalloprotéines de tailles différentes : le site de la réduction du substrat correspondant
a la MoFe-protéine ou dinitrogénase (245 KDa) et le donneur d'électrons correspondant
a la Fe-protéine ou dinitrogénase réductase (64 KDa). La Fe-protéine est un dimere de deux
sous unités polypeptidiques identiques codé par le gene nif H. Quant a la Mo-Fe-protéine, elle
est un tétrameére composée de deux sous unités non identiques (Werner, 1992 ; Hopkins,

2003). Celle-ci est codee par les génes nif D et nif K.
5. La symbiose Rhizobium-légumineuse

La symbiose, relativement récente dans 1I’évolution, dérive d’une ancienne symbiose
mycorhizienne qui était répandue dans le régne végétal et permettait a la plante d’obtenir
desnutriments phosphatés essentiels (Harrison, 2005). La capacité des Rhizobia a coloniserles
racines des plantes auraitété acquise par un événement de transfert horizontal de gene
symbiotique il y a 60 millionsd’années, date a laquelle serait apparues des légumineuses dans
le monde vivant (Sprent, 2008).L'étude de cette importante symbiose depuis plus de 100 ans
a permis de comprendre certains mécanismes de son établissement et d'explorer la diversité
biologique des deux types de partenaires associés.A bénéfice réciproque, cette association
donne lieu a des interactions multiples entre les deux partenaires. Au cours de ces
interactions, un nouvel organe, le nodule, est formé sur les racines (Figure 1-a) (Lafay et
al.,2006 ; Noel, 2009) ou plus rarement sur les tiges a partir de primordia racinaires dormants
et disposés en rang le long de la tige (Figure 1-b). C'est au sein de cet organe protecteur que
I'azote atmosphérique est fixé par les bactéries. Dans certains cas, ces études ont conduit
a la sélection de souches trés performantes de bactéries fixatrices d'azote et le développement
de leur inoculum. Les inoculats permettent en effet d'améliorer la productivité
des légumineuses en culture, de mieux réduire leur dépendance vis-a-vis des engrais azotés
et de s'inscrire par conséquent dans la logique d'un développement agricole durable(Fossou
2011).
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Figure 5: a-Tige portant des nodules aériens matures (Duhoux et Nicole, 2004) b- racine
de Phaseolus coccineus portant des nodosités (site Mdjez Ammar, Guelma)
D’aprés la littérature, au moins six rhizobiums (Bradyrhizobium Spp., Lange 1961;

Rhizobium leguminosarumBv. Phaseoli, Jordanie 1984;R. tropici, Martinez-Romero et al.

1991;Rhizobium etli, Segovia et al, 1993; Rhizobium giardinii et Rhizobium gallicum,

Amarger et al. 1997;) nodulent cette légumineuse (le Phaseolus) (Michiels etal., 1998).

Malgré ca, la plupart des rhizobiums associés aux haricots sont seulement R. etli et R. tropici,

et se sont généralement localisés dans le site d'origine de leur plante hote, I’Amérique du

centre. Puisque le germoplasme de Phaseolus dans chaque centre d'origine est impliquant
suffisamment des différentes Hybridations, des représentants de chaque région donne
naissance a des variants génétiques (Gepts et Bliss 1985;Koinange et Gepts,1992),
les différences au niveau des bactéries nodulant la plante, les rhizobia, associéesAvec ces

hotes sont également a prévoir.

Bien que la symbiose Iégumineuse-Rhizobium soit une interaction hautement adaptée
et régulée, il ne s'agit pas d'une interaction obligatoire ou permanente. En effet, les deux
partenaires peuvent vivre indépendamment et de maniére autonome, et chaque nouvelle
génération de plante doit étre infectée par de nouvelles bactéries (Kneipetal., 2007). Lorsque
cette symbiose a lieu, elles présentent de nombreux intéréts aussi bien pour les deux

partenaires que pour la pratique agricole.
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6.L’organogénése d’un nodule racinaire

6.1. Formation des bactéroide

L'envahissement des bactéries dans des cellules de la plante hdte est debuté par la
formation d'une gouttelette d'infection. Les gouttelettes d'infection peuvent former au bout
des fils intracellulaires courts d'infection (par exemple dans haricots de Phaseolus ou, plus
habituellement, aux positions dans l'infection filete ou la paroi des cellules devient abrupte
et les cellules bactériennes entrent en contact direct avec la membrane de plasma de centre-
cellule. Les bacteroides mdrs de membrane de cellules de la plante continuent a accumuler

de grandes quantités de PHB ou polyhydroxybutyrate (Juergen Prell etal.. 2006).

6.2. Les étapes de la nodulation

6.2.1. Préinfection

L’interaction entre la plante et la bactérie débute dans la rhizosphére, la croissance
des bactéries se fait de maniere sélective par la plante (Savka etal., 2002). Les rhizobia sont
attirés vers les poils racinaires par une large gamme de substances de type flavonoides
et isoflavonoides, principalement par les phénylpropanoides exsudeés par la racine (Kape etal.,
1991). Une production plus importante de ces composés est observée en condition de carence
azotée (Coronado etal., 1995).

Les flavonoides présents dans les exsudats racinaires induisent 1’expression des genes
nod bactériens qui gouvernent la production des facteurs Nod, des lipochitooligo-saccharides
(Perret etal., 2000).

Les facteurs Nod induisent des événements morphologiques, physiologiques et moléculaires

chez la plante hote ;

La déformation du poil racinaire est observée environ 12 a 24 heures ; les poils
absorbants changent leur direction de croissance et forment une structure en crosse de berger,
courbés, renflés, entrelaces, déformés, branches ou joints qui enferme les Rhizobium (Wais
etal., 2002). Elle fait intervenir des changements dans 1’arrangement des microtubules
(Timmers etal., 2007) ; plus précisément, les poils racinaires peuvent adopter différentes

formes en fonction de leur stade de développement (Wood et Newcomb, 1989).
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6.2.2.L’infection

L’infection des racines peut avoir lieu a travers les poils absobants ou des blessures,
ou a travers I’espace intercellulaire (Rasanen, 2002). Au cours de I’infection, la pénétration
de la bactérie est facilitée par la courbure du poil racinaire et par conséquent la bactéerie
est entourée par la paroi végétale dans une zone confinée. La croissance des nodosités
se poursuit dans les régions infectées de I'écorce et du péricycle, jusqu'a ce que ces deux

masses de cellules fusionnent et forment la nodosité.
6.2.3.Développement du nodule

L’infection de la plante par les rhizobia induit la dédifférenciation et la division
des cellules du cortex (Foucher et Kondorosi., 2000). Les nodules de type indéterminé
(Medicago truncatula, Pisum sativum) sont formés a partir du cortex interne alors que les
nodules de type déterminé ( Glycine max, Phaseolus vulgaris) sont formés a partir du cortex
externe.

La persistance du méristéme chez les especes a nodules de type déterminé est trés éphémere
et la croissance en longueur du nodule est limitée. Une croissance en épaisseur a lieu
par hypertrophie des cellules corticales et par des divisions de cellules contenant déja
des rhizobia. Ce processus de formation se traduit par une forme sphérique et un état
de différenciation identique pour toutes les cellules. Dans le cas des espéces a nodules de type
indétermineg, la zone méristématique est persistante ce qui se traduit par une forme allongée.
Dans les deux cas, les cellules du cortex se divisent de maniere anticline puis péricline
(Timmers etal., 1999).

Toutes les cellules du cortex ne se divisent pas, ce qui semble indiquer que la susceptibilité
de ces cellules pourrait étre liée a un statut particulier, notamment une modification

de la concentration en hormones (Mathesius etal., 2000a).

De maniére concomitante, les cellules voisines développent des cordons de préinfection,
constitués de ponts cytoplasmiques alignés de facon radiale (Van Brussel et al, 1992).
Ces structures guident la croissance des cordons d’infection en direction du primordium
nodulaire en formation. L’utilisation d’inhibiteurs du transport d’efflux d’auxine entraine
la formation de«pseudonodules » (Fang et Hirsch, 1998) suggérant un réle de I’auxine dans
la formation du nodule. De plus, les facteurs Nod produits par Rhizobium avant 1’infection

entrainent une modification de la balance hormonale de la plante.
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Les mécanismes moléculaires responsables de ces changements sont inconnus mais
il semble que les facteurs Nod agissent sur les flux d’auxine a deux niveaux : une inhibition
du transport de I’auxine (Mathesius etal, 1998 ; Boot etal, 1999) et I’induction de la synthése
de flavonoides (Mathesius et al, 2000a). Les flavonoides sont susceptibles de provoquer
I’accumulation de Dl’auxine en réduisant son oxydation de maniére directe (substrats
de I’enzyme) ou indirecte en réagissant avec H,O,( Mathesius, 2001). Leur rdle dans
I’inhibition du transport de 1’auxine est également supposé (Brown etal, 2001). Des travaux
récents montrent que 1’extinction par la technique d’ARN interférent de 1’expression du gene
de la chalcone synthase (CHS) chez M. truncatula entraine une augmentation du transport de

I’auxine associée a une inhibition de la nodulation (Wasson etal, 2006)
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Figure 6: Etapes de la formation d'un nodule racinaire chez une légumineuse infectée
par rhizobia Madigan & Martinko .,2006
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Apres une longue inspection et une enquéte faite au niveau de I'ITGC de Constantine
nous avons déduit la présence de deux especes de la légumineuse du genre Phaseolus, dont en
Phaseolus vulgaris (figure 8) et P. coccineus (figure 7), uniquement qui sont cultivées en
Algérie a des fins économiques et dont la nature sont les plus adaptées a 1’environnement et
au climat du territoire algérien.

:ﬁt’n“‘» '(t\ Q R >
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Figure 8: Champ de Phaseolus coccineus (Site Mdjez Ammar, Guelma, Février 2012)
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I. Isolement des bactéries a partir des nodules

1.1. Collecte des nodules

Cette étude a été menee sur deux espéces du genre Phaseolusqui sont Phaseolus
coccineus(haricot rouge) cultivée dans trois régions différentes; deux zones semi arides
( Mdjaz Ammar, Salah Salah Salah wilaya de Guelma) et une région subhumide (Tamalous,
El kol,Wilaya de Skikda) . La deuxiéme espéece est Phaseolus vulgaris (haricot blanc) cultivée
sur deuxrégions subhumides différentes de I’Est du pays ; Benzouit, Wilaya de Skikda

et Boumaaza, Wilaya de Annaba.

Ce recueil des nodules est en guise d’en effectuer des collectes de deux a cing
populations différentes pour chaque site de prélevement. On note que la période pendant
laquelle la collecte des nodules a été réalisée est entre la fin du stade de floraison jusqu’a
I’apparition des gousses (mis février jusqu’a mis mars) Selon les techniques préconisées
par Vincent,(1970) et Somasegaran, etHoben ,(1994).

En effet, 1l s’agit de creuser environ 15 c¢cm autour de la plante et 20cm dans le sol pour
extraire la plante et son appareil racinaire (figure 9). Manuellement, on se débarrasse
de la terre au niveau des racines sans toutefois endommager les nodules. Les racines
avec leurs nodules sont lavées délicatement des restes de terre a 1’eau de robinet (figure 10).
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Figure 9: collecte des nodules ( Site Tamalous, Skikda, 2012)
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Figure 10: (a)- Nodules apreés rincage (b)- Nodules séchés au papier filtre

1.2. Conservation et stérilisation des nodules

Les nodules séchés au papier filtre sont mis immédiatement dans le réfrigérateur a 4°
C jusqu’a 48h pour un usage immédiat. Pour une longue conservation, il est recommandé

d’utiliser un dessiccateur spécial : le chlorure de Calcium (Ca Cl,) (Vincent., 1970) (figure

11).

Nodules

Coton

CaCIZ

Figure 11: Conservation des nodules
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Si les nodules sont conservés dans un agent dessicatif, ils sont préalablement 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 (HgCl,) acidifié

a 0.1% (p/v) pendant 3mn, ensuite sont rincés 10 fois a I’eau distillée stérile (Vincent.,1970).

1.3. Isolement, purification et conservation des bactéries

L’isolement des bactéries est réalisé selon la méthode de Vincent (1970)
et de Somasegaran et Hoben (1994). Les nodules stériles sont écrasés individuellement dans
une goutte d’eau distillée stérile dans une boite de Pétri stérile.

Le jus de nodule est étalé sur boite de Pétri contenant un milieu spécifique, Yeast-Mannitol-
Agar (YMA), (Vincent, J.M., 1970) additionné de rouge Congo et incubée 2-3 jours a 28°C
(Singh et al., 2008). Ceci pour mettre en évidence les souches absorbant trés peu le colorant,
puis on ensemence ces dernieres sur boites de YMA (Yeast- Mannitol- Agar), et sur le BTB
afin de déterminer leur vitesse de croissance (Vincent, 1970; Jordan, 1984 ;Somasegan
et Hoben., 1994 ). 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 CaCOg3 (3g/l) en tube incliné (Vincent, J.M., 1970 ;
Beck etal.,1993). Aprés incubation les souches sont stockées au réfrigérateur en vu de leur

caractérisation.
2. Caracterisation métabolique des isolats

Un certain nombre de caractéres physiologiques et métaboliques propres aux bactéries
associées aux nodules des légumineuses, en particulier les rhizobia, sont recherchés. En citant
la bibliographie spécifique (Vincent, J.M., 1970, 1982 ; Jordan, 1984 ; Somasegaran
et Hoben, 1994). 1l s’agit 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 hote par les bacteéries.

Dans le premier cas, il s’agit 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 1’absorption du rouge Congo faiblement
concentré sur milieu YMA par les isolats, d’évaluer la précipitation du Ca-glycérophosphate,

et la production de 3-cétolactose sur milieu lactosé.
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2.1. Tests distinctifs entre Rhizobium et Agrobacterium

2.1.1. Test du 3-Cetolactose (Bernaerts et De Ley, 1963)

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

Les souches sont mises en culture a 28°C pendant trois jours sur le premier milieu suivant :

Milieu 1 :
Extrait de levure 10g
Glucose 20g
Carbonate de calcium 20g
Agar 189
Eau distillée 1000 ml

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

Milieu 2 :
Lactose 109
Extrait de levure 19
Agar 18g
Eau distillée 1000 ml

Les boites sont incubées 48 heures a 28°C.

La révélation est mise en évidence par I’inondation des boites avec le réactif de Benedict

a température ambiante:

Réactif de Benedict :

Na3CsH507 173¢g
Na,COs3 100g
CuS045H20 17.3g
Eau distillée 1000 ml
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La présence de cet enzyme se manifeste aprés environ 1 heure par la formation d’un halo
jaune de Cu,O de 2 a 3 cm de diameétre autour des colonies sur un fond bleu du réactif
de Benedict.

2.1.2. 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 halo brunatre
et un précipité clair (probablement du phosphate tricalcique), alors que les souches

du Rhizobium ne donnent lieu a aucun brunissement (réaction négative).

Dans le second cas on recherche certains enzymes intervenant dans la phase
d’infection des racines de plantes par les souches bactériennes, notamment

la polygalacturonase, la cellulase, la nitrate réductase et ’uréase.

2.2. Recherche d’enzymes spécifiques pour la nodulation

Le but est de rechercher la présence de certains enzymes qui jouent un role lors
du processus d’infection (nodulation) des racines par les bactéries, particulierement
la polygalacturonase, la cellulase, la nitrate-réductase , un degré restreint d’uréase,

et la présence d’une 3-galactosidase , en faisant croitre les isolats sur des milieux spécifiques.

2.2.1. Réduction des nitrates

Les bactéries sont mises en culture sur milieu liquide Tryptone-Yeast-Agar (TY)
(Behringer., 1974) contenant 0,1% de KNOg3 (p/v) pendant 4 jours avec agitation. Au terme
de I’incubation, on ajoute a chaque tube les réactifs suivantq : a- nitrate réductase 1 (Acide
sulfanilique dans I’acide acétique SM) et b- nitrate réductase 2 (a-naphtylamine dans I’acide
acétique SM). L’apparition d’une coloration rouge révele la réduction des nitrates en nitrites.
Un résultat négatif nécessite 1’addition d’une pincée de zinc métallique et 1’observation

de la teinte obtenue aprés quelques minutes.

2.2.2. Activite cellulosique (Struffi et al., 1997)

La détermination de la présence d’une activité endoglucanasique est réalisée selon
la méthode du rouge Congo de Teather et Wood (1982), un composé capable de se lier

de maniére stable a une molécule non dégradable de Carboxyméthylcellulose (CMC).
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Une colonie bactérienne est mise en culture pendant 5 jours sur boite de milieu Blll (Dazzo,
1984) contenant 0.25% de CMC. Apres incubation a 30°C, les boites sont rincees
délicatement a I’eau courante puis remplies d’une solution de rouge Congo (1mg/ml)
et incubées pendant 30 mn a 30°C. La solution de rouge Congo est remplacée par une solution
de NaCl 1 M ; les boites sont ensuite abandonnées sur paillasse a température ambiante puis
vidées. Un halo jaune-orangé entoure des colonies qui témoigne d’une présence de 1I’enzyme

recherché.

2.2.3. Activité pectinolytique

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

pendant 30mn.Un halo décoloré autour des colonies indique une activité polygalacturonique.

2.2.4. Hydrolyse de I’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 de 1’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.

2.2.5. La recherche de la -galactosidase

La B galactosidase est un enzyme inductible, c’est-a-dire qu’il n’est synthétiséque
lorsque le lactose a pénétré dans la cellule bactérienne ; il suffit de quelques molécules
delactose intracellulaire pour que la synthése de la B galactosidase ait lieu.Pour rechercher
cette enzyme, la bactérie est cultivée pendant 24 heures sur milieu lactosé al1% (Kligler).
Aprés incubation, a I’aide d’un ose on fait une suspension bactérienne épaissedans 0.5ml
d’eau distillé dans un tube a hémolyse. La paroi bactérienne est rendue perméable par
adjonction d’une goutte de toluene.Ensuite on ajoute au contenu du tube un disque
d’ONPG(orthnitro-phényl-p-D-galactopyranoside).Ce reactif, comme le lactose, posséde
le radicalep-galactosidique. En présence de ce dernier, I’ONPG est hydrolysé
en ornithnitrophénol de couleur jaune et en galactose. La coloration apparait généralement
aprés15 a 30mna 37°C.
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2.3. Tests nutritionnels

2.3.1. Utilisation de la source de carbone (Jordan, 1984)

Les souches sont cultivées sur le milieu BIIl (Annexe I) ou le mannitol est remplacé
par I’un des sucres suivants : D- Arabinose, D- Fructose, D- Galactose, D- Saccharose,
D- Glucose, D- Xylose, Sorbitol, Citrate de sodium, Lactose, Maltose et Raffinose,
a concentration de 0,1%. Un milieu BIIl standard contenant du mannitol est utilisé pour
une croissance témoin. Les tubes sont inoculés avec 2 ul d’inoculum bactérien et incubés
a 28°C pendant 24 heures, 48 heures et 72 heures. L’utilisation des sucres comme source

de carbone est étudiée 1’estimation de la croissance en mesurant la densité optique a 600 nm.

2.3.2. Utilisation des acides aminés comme source d’azote

Le milieu utilisé pour ce test est le milieu défini 8 (Lindstrom et Lehtoméski., 1988)
(Annexe 1) exempt de glutamate de sodium et additionné chaque 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 la mesure de la densité optique a 600 nm.
3. Effet des Facteurs abiotiques

3.1. Tolérance au Chlorure de Sodium

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

la composition est la suivante :

Solution A: g/l
KH,;PO,4 0.3
NaHPO, 0.3
MgSO,4 7 H,O 0.1
CaCl, 2H,0 0.05
Eau distillée 1000 mi
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Solution B : mg/I

H3BO3
ZnS0O4
CuSO,
MnCl, 4H,0
FeCl; 6H,0

Eau distillée
et
Biotine

Acide aspartique
Acide lactique
Agar

Eau distillée
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10

1

1

1

0.5
1000 ml

29

100 mg
0.74 g
109
1000 ml

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 ajuster 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 rajouté a la concentration voulue : 20mM, 40 mM, 100mM, 200mM, 400mM,

1M,

1,5M et 2M.La tolérance au NaCl est étudiée par 1’estimation de la croissance en mesurant

la D.O. keoo, apres incubation 48h a 28°C.

3.2. Effet de la température

Afin d’estimer les températures optimales et maximales de croissance, les souches sont

mises en culture sur le milieu BIII liquide et incubées a différentes températures : 4°C, 28°C,

30°C, 37°C, 40°C et 45°C.
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3.3. Croissance a différents pH

Les souches sont cultivées sur le milieu Bl liquide a différents pH 4 ; 45;5;5.5;
5.8;6.8; (ttmoin); 7.8; 8.8; 9.8;10 et 11. La croissance est évaluée dans chaque tube

par la mesure de la densité optique a 600 nm apres 36 heures et 48 heures d’incubation.

3.4. Résistance intrinseque aux métaux lourds

La contamination des sols par les métaux est trés répandue et 1’origine peut Etre
diverse : exploitations industrielles, centrale éelectrique, 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 gque certains métaux lourds, Cadnium (Cd),
Plomb (pb), Mercure (Hg), Zinc(Zn), et autres, peuvent influencer la croissance
et la physiologie des microorganismes. De méme ces metaux affectent les processus
de fixation de 1’azote atmosphérique et la nodulation des légumineuses par les bactéries-hotes.
Une certaine attention a été donnée aux effets des métaux lourds sur les isolats,
particulierement les rhizobia, en déterminant leur résistance intrinséque 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 20 a 1500 g/ml de milieu) des métaux lourds suivants : Cuivre ; CuCl,.2H,0,
Mercure ;HgCl,,Cadmium ; CdCl,.2H,0,Zinc ;ZnCl,,Plomb ;Pb(CH3COQ),, et I’ Antimoine ;

SbO3. Les boites sont mises a incubation a 28°C pendant 5 a 7 jours.

4.Caractérisation des rhizobia par la sensibilité aux phages (Vincent., 1970 ;

Semasegaran 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 études écologiques des rhizobia. Ces derniers se distinguent par leur résistance
et sensibilit¢ aux bactériophages. Les différents profils de sensibilit¢ 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’avere un outil valable pour le polymorphisme des souches d’un méme

sérogroupe. Dans ce chapitre les phages sont isolés des différents sols et serviront donc pour

35



Chapitre 2 :matériel et méthodes

tester la capacité de former des plages de lyses en présence des souches isolées du méme site

ou de référence.

4.1. Isolement des bactériophages

Faire une réecolte d’échantillons de sol la ou se cultivaient les plantes. Prendre
un échantillon de sol de la rhizosphére avec tout le matériel racinaire, nodules, ... Récolter
les échantillons des sites, mélanger et conserver a 4°C jusqu’a utilisation.

Dans quatre flacons de 150ml mettre 50ml de bouillon mannitol nitrate (MNB),
(Vincent, 1970) (Annexes 1). Inoculer les flacons avec une souche bactérienne. Incuber
a 28°C avec agitation.

Quand la premiére série de cultures est en phase exponentielle de croissance (20h apres
inoculation), ajouter 1 gr de sol dans chaque flacon. S’assurer que chaque flacon est inoculé
avec le sol des différents sites, incuber 18-20h a 25-30°C.

Centrifuger la suspension a 10000g 15mn ensuite filtrer le surnagent sur membrane 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 puis filtrer. 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 ajouter quelques gouttes de chloroforme ; conserver a 4°C.

4.2. Analyse des phages par la méthode de double couche
Réaliser des dilutions 10™* du filtrat phagique dans du tampon phosphate pH 7,1.
[NagHPO, anhydre .................... 14,2 gr|
[Dissoudre dans 800ml d’eau distillée, ajuster le pH a 7,1 avec HCI 0,IN. Compléter a 1000ml]

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 YMA.

Laisser les boites 10-15 mn puis incuber 24-72h.0Observer les plages de lyse et les dénombrer
" milieu MNA « mou » avec 0,7% d’agar

** milieu MNA avec 1,8% d’agar
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5. Prestation symbiotique avec la plante hote

L’habilitation des microorganismes a noduler, et a fixer 1’azote avec la plante-hote
est un caractére important et pratique pour les rhizobia ou B.N.L. (bactéries nodulant
les Légumineuses) et doit étre analysé en détail (Graham etal.,2003). Les tests de nodulation
doivent étre conduits dans des jarres traditionnelles de Leonard (Vincent., 1970) en présence

de graines germées et stériles de la Iégumineuse.

Aprés ’isolement et les caractéristiqgues morphologiques, culturelles, et enzymatiques,
une premiere approche doit avoir lieu pour identifier les isolats, leur capacité et aptitude
a former des nodules avec la plante-hdte, Phaseolus coccineus,Phaseolus vulgaris

en conditions bactériologiquement contrélées.
5.1.Stérilisation des graines

Les graines des deux espéces de la l[égumineuse ont été stérilisées dans une solution
d’hypochlorite de calcium a 3% pendant 30 min, ensuite été lavées a I’cau distillée stérile dix
fois et abandonnées dans la derniére eau pendant 1 heure. Une fois les graines sont bien
gonflées, une scarification mécanique du tégument est faite, en utilisant des pinces
préalablement stériles a I’autoclave, pour faciliter la germination dans des boites de Pétri

contenant du coton imbibé de 1’eau stérile.

Figure 12: a-Graine de Phaseolus vulgaris b- Graine Phaseolus coccineus
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5.2. Préparation des jarres de Léonard(Vincent, 1970)

Le test de nodulation doit étre réalisé dans des jarres traditionneles de Leonard qui
sont remplacées dans notre études par des bouteilles en plastique découpées latéralement en
deux parties.

Ces jarres sontstérilisées sous la hottes a flux laminaire par I’eau de javel concentrée
laissées séchées. La partie supérieure de chaque jarre est remplie d’un mélange de sable
et vermiculite (2/3, 1/3) humidifié avec la solution nutritive de Fahreus (Annexes 1)
et préalablement stérilisé al’autoclave. La partie inférieure du dispositif est remplie
de solution nutritive. Les deuxparties de la jarre sont reliées par un cordon de compresse

ce qui permet d’alimenter encontinu, par capillarité, la partie supérieure en solution nutritive.

5.3. Inoculation des jarres

Aprés germination, les graines sont plantées dans le mélange sable-vermiculite (partie
supérieure de la jarre) a raison de 2 a 3 graines par jarre, puis inoculées immédiatement
avec 1ml/graine d’une suspension bactérienne en phase exponentielle de croissance (D.O.~1).
Deux jarresne sont pas inoculées et serviront de témoin.Enfin les jarres, sont couvertes
du papier aluminium pendant les premiéres 24 heuresd’inoculation et placées dans une

chambre de croissance a température ambiante pendant huit semaines.

6. Identification moléculaire des isolats :

Les isolats les plus performants ;qui présentent des caracteres proches du genre
Rhizobium et qui infectent les racines de la plantes, ont fait I’objet d’une identification
moléculaire, realisée au laboratoire de Valorisation de la Biomasse et Production
des Protéines chez les Eucaryotes,au niveau du centre de recherche CBS Sfax, Tunisie.

6.1. Extraction de ’ADN génomique

Des cellules cultivées pendant 24 a 48h sur milieu YMA, ont été raclées et mises dans
un tube Eppendorf stérilecontenant 467ul TE (10mMTris + 1mM EDTA).Avec un vortex
faire bien dissoudre les cellules bactériennes dans le tampon pendant 2-3 mn.Puis ajouter
30ul de SDS (10%) et 2-3 pl protéinase K (20mg/l), agiter bien afin d’homogénéité
le mélange, une incubation est assurée durant 1h a37°C. On additionne le phénol/chloroforme
au melange précedent(v/v) :500pl.

Le tout est centrifugé 5mn a 1200t/min en utilisant une mini centrifugeuse
de Gyrozen AC 220v/50-60HZ .Corea.
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On transferele surnageant délicatement dans un autre tube eppendorf stérile et on fait ajouter
1 ml d’Ethanol ou 600ul Isopropanol +50 pl Ac Na(3M),on lelaisse sur paillasse pdt 10s.
On recentrifuge pdt 10mn puis on récupére le culot en le lavant avec 1I’Ethanol 70%
et le centrifugeant pendant 10s. le culot doit étre bien séché, ensuite on fait reprendre

dans 50ml d’eau stérile.

L’ADN extraite a été d’abord vérifiée par la mesure de la densité optique (DO)
a 260nm puis sur gel d’agarose (0.8%). En effet, 10ul d’ADN plus 2pul de tampon de charge
(Promega) déposé dans les puits du gel, ont été migrés dans le tampon TBE (Tampon Tris
Borate) pendant 1h & 80volte en utilisant 1’appareil Mupid-ex Intelligent Power supply Ac
100-240v Japan .Le gel, aprés coloration du gel dans un bain de Bromure d’Ethidium (0.1%)

a été visualisé sous UV.

6.2. Amplification du matériel génétique par une réaction de polymérisaltion en chaine
(PCR)

La quantité d’ADN récupérée est trop faible, pour 1’étudier, cette derni¢re doit étre
amplifiée par la réaction de polymérisation en chaine(PCR). Cette technique a été mise
au point en (1986) par Mulliset ses collaborateurs .D’ou le mérite du prix Nobel en chimie
en 1993.

Les deux amorces utilisées pour cette amplification fD1 et rD1( Tabeau 2) proviennent
de la région de I’ADNr 16S. cette réaction (PCR) s’effectue en utilisant un thermocycleur
Bio-Gener de type GE 9612 Volts :AC85-264V Frequency : 50-60HZ dans un volume final
de 50ul contenant 1U/ul Taq polymérase (Dream taq),lul d’ADN, 1ul de DNTP,1ul D1,
1ul fD1,5u1 MgSOg,et 5ul de tampon avec un programme d’amplification qui se déroule
en trois étapes avec 50 cycles : étape de dénaturation 30 seconde a 95°C, hybridation 30
secondes a 55°C et extension 30secondes a 72°C.

Tableau 2: La séquence nucléotidique des amorces fD1 et rD1

Primer Séquence 5° 3°
fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
rD1 AAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC
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Les séquences d’ADN ainsi amplifiées sont séquencées a I’aide d’un séquenceur Big
Dyes Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit in the ABI PRISM 3100-Avant Genetic
Analyzer.
Les fragments de ’ADNr 16S séquencés des souches étudiées sont comparés a 1’ensemble
des séquences préalablement entreposées dans les bases de données (Altschul et al.,

1990)Siteweb du NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov /).

40



Chapitre 3.

Résultats et discussion




Chapitre 3 : Résultats et discussion

1-Aspect morphologique et cultural des isolats et vitesse de croissance

Les isolats présentent des colonies, aprés 48 a 72 heures a 28°C sur milieu YMA,
circulaires Iégerement élevées lisses, opaques et mucilagineuses, avec une texture translucide
blanchatres. L’observation microscopique révéle des batonnets Gram négatif (figure 13).

Les deux isolats B15 et T8, a I’exception des autres isolats présentent un Gram positif.

Figure 13: Observation microscopique des bactéries a Gram négatif (objectif x 100) :
a- Pisolat S11, b- I’isolat T10, c- ’isolatG9, d- I’isolatB4,e- I’isolat Z9, f- I’isolat S3
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Ces caractéristiques sont en accord avec celles décrites pour les Rhizobium (Vincent,
1970 ; Dommergues et Mangenot, 1970).Aussi, les travaux de Sadowsky (1983) ; Vaishali
(2014) ; et Kumari Banu (2016)ont confirmé les mémes résultats. L’étude des caractéres
morphologiques ainsi la coloration de Gram des bactéries est indispensable pour une
éventuelle identification (Gachande et Khansole, 2011).

Les souches isolées a partir des nodules de Phaseolus coccineus absorbent tres peu
le rouge Congo sur milieu YMA RC. Ceci est observé chez la majorité des rhizobia (Vincent,
1970 ; Jordan, 1984 ). Cette propriété est commune avec le genre Bradyrhizobium ; par contre
le genre Agrobacterium et les formes contaminantes absorbent fortement ce colorant (Jordan,
1984).

Figure 14: Aspect morphologique des isolats : (a) ; Aspect des colonies sur YMA; (b)
aspect des colonies sur YMA RG(c) test de vitesse de croissance.
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En outre, nos souches appartiennent a un genre de bactérie a croissance rapide puisque

le milieu YMA +Bleu de Bromothymol (BTB) est acidifié aprés 24h d’incubation (virage
au jaune de I’indicateur de pH) (Vincent, 1970 et 1982; Jordan, 1984; Chen etal., 1991;
Alberton etal 2005).
Dans cette étude, 86 isolats ont étés isolés des nodules de la plante du genre Phaseolus
cultivée sur différents sites de 1’est de 1’Algérie : 18 isolats issus du site Tamalous wilaya
de Skikda, 16 isolats du site Mdjez Ammar, wilaya de Guelma, 14 isolats du site Salah Salah
Salah wilaya de Guelma, ont été isolés de la plante Phaseolus coccineus . De plus, 21 isolats
obtenus du site Benzouit Wilaya de Skikda, 17 isolats du site Boumaaza , Wilaya de Annaba,
en présence de deux souche de références, Rhizobium leguminosarum sullae
et Mezorhizobium ciceri . Les 86 isolats qui répondent positivement aux caractéres étudiés
précédemment servent d’identification phénotypique et génotypique (Tableau 3).

Tableau 3: Liste des isolats et lessouches de référence

Souches Plante- hote Origine géographique Source
A6 Rhizobium sullae A6 Hedysarum coronarium | Constantine, Algérie A.Benguedouar- Constantine
Mesorhizobium ciceri Cicer arietinum Constantine, Algérie S. Dekkiche- Constantine
CIlI
T1 Object d’ etude Skikda, Algérie Présente étude
Phaseolus coccineus
T2 Object d’ etude Skikda, Algérie Présente étude
Phaseolus coccineus
T3 Object d’ etude Phaseolus coccineus Skikda, Algérie Présente étude
T4 Object d’ etude Phaseolus coccineus Skikda, Algérie Présente étude
T5 Object d’ etude Phaseolus coccineus Skikda, Algérie Présente étude
T6 Object d’ etude Phaseolus coccineus Skikda, Algérie Présente étude
T7 Object d’ etude Phaseolus coccineus Skikda, Algérie Présente étude
T8 Object d’ etude Phaseolus coccineus Skikda, Algérie Présente étude
LE) Object d’ etude Phaseolus coccineus Skikda, Algérie Présente étude
T10 Object d’ etude Phaseolus coccineus Skikda, Algérie Présente étude
Ti1 Object d’ etude Phaseolus coccineus Skikda, Algérie Présente étude
T12 Object d’ etude Phaseolus coccineus Skikda, Algérie Présente étude
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Ti3 Object d’ etude Phaseolus coccineus Skikda, Algérie Présente étude
T14 Object d’ etude Phaseolus coccineus Skikda, Algérie Présente étude
T15 Object d’ etude Phaseolus coccineus Skikda, Algérie Présente étude
T16 Object d’ etude Phaseolus coccineus Skikda, Algérie Présente étude
T17 Object d’ etude Phaseolus coccineus Skikda, Algérie Présente étude
T18 Object d’ etude Phaseolus coccineus Skikda, Algérie Présente étude
M1 Object d’ etude Phaseolus coccineus Guelma, Algérie Présente étude
M2 Object d’ etude Phaseolus coccineus Guelma, Algérie Présente étude
M3 Object d’ etude Phaseolus coccineus Guelma, Algérie Présente étude
M4 Object d’ etude Phaseolus coccineus Guelma, Algérie Présente étude
M5 Object d’ etude Phaseolus coccineus Guelma, Algérie Présente étude
M6 Object d’ etude Phaseolus coccineus Guelma, Algérie Présente étude
M7 Object d’ etude Phaseolus coccineus Guelma, Algérie Présente étude
ms8 Object d’ etude Phaseolus coccineus Guelma, Algérie Présente étude
M9 Object d’ etude Phaseolus coccineus Guelma, Algérie Présente étude
M10 | Object d’ etude Phaseolus coccineus Guelma, Algérie Présente étude
M1l | Object d’ etude Phaseolus coccineus Guelma, Algérie Présente étude
M12 | Object d’ etude Phaseolus coccineus Guelma, Algérie Présente étude
M13 | Object d’ etude Phaseolus coccineus Guelma, Algérie Présente étude
M14 | Object d’ etude Phaseolus coccineus Guelma, Algérie Présente étude
M15 | Object d’ etude Phaseolus coccineus Guelma, Algérie Présente étude
M16 | Object d’ etude Phaseolus coccineus Guelma, Algérie Présente étude
Z1 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Boumaaza, Annaba, Algerie | Présente étude
2 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Boumaaza, Annaba, Algerie | Présente étude
Z3 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Boumaaza, Annaba, Algerie | Présente étude
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4 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Boumaaza, Annaba, Algerie | Présente étude
Z5 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Boumaaza, Annaba, Algerie | Présente étude
26 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Boumaaza, Annaba, Algerie | Présente étude
27 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Boumaaza, Annaba, Algerie | Présente étude
Z8 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Boumaaza, Annaba, Algerie | Présente étude
29 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Boumaaza, Annaba, Algerie | Présente étude
210 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Boumaaza, Annaba, Algerie | Présente étude
Z11 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Boumaaza, Annaba, Algerie | Présente étude
212 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Boumaaza, Annaba, Algerie | Présente étude
Z13 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Boumaaza, Annaba, Algerie | Présente étude
14 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Boumaaza, Annaba, Algerie | Présente étude
Z15 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Boumaaza, Annaba, Algerie | Présente étude
216 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Boumaaza, Annaba, Algerie | Présente étude
217 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Boumaaza, Annaba, Algerie | Présente étude
B1 Object d’ etude Phaseolusvulgaris Benzouit,Skikda, Algérie | Présente étude
B2 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Benzouit,Skikda, Algérie | Présente étude
B3 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Benzouit,Skikda, Algérie | Présente étude
B4 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Benzouit,Skikda, Algérie | Présente étude
B5 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Benzouit,Skikda, Algérie | Présente étude
B6 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Benzouit,Skikda, Algérie | Présente étude
B7 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Benzouit,Skikda, Algérie | Présente étude
B8 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Benzouit,Skikda, Algérie | Présente étude
B9 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Benzouit,Skikda, Algérie | Présente étude
B10 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Benzouit,Skikda, Algérie | Présente étude
B11 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Benzouit,Skikda, Algérie | Présente étude

45




Chapitre 3 : Résultats et discussion

B12 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Benzouit,Skikda, Algérie | Présente étude
B13 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Benzouit,Skikda, Algérie | Présente étude
B14 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Benzouit,Skikda, Algérie | Présente étude
B15 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Benzouit,Skikda, Algérie | Présente étude
B16 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Benzouit,Skikda, Algérie | Présente étude
B17 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Benzouit,Skikda, Algérie | Présente étude
B19 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Benzouit,Skikda, Algérie | Présente étude
B21 Object d’ etude Phaseolus vulgaris Benzouit,Skikda, Algérie | Présente étude

2. Etude des caractéres métaboliques des isolats

2.1 Les tests distinctifs

2.1.1. Test du 3-cetolactose

Toutes les bactéries en présence de souches témoins montrent un résultat négatif apres
I'addition de réactif de Benedict ; aucun halo n’est observé. De ce fait les isolats n'oxydent pas

le C3 du glycosyl du Lactose et ne produisent pas de 3-cetoglucosidase.

2.1.2. Test du glycérophosphate de calcium

Aucun brunissement ni de précipitation ne sont observés chez nos isolats a 1’exception

de I’apparition d’une couleur jaune (Struffi., 1998).

Ces résultats ont montré que nos isolats n’appartiennent pas aux Agrobacterium.
2.2. Recherche d'enzymes spécifiques

Tous nos isolats, en présence de souches témoins (R. sullae, Mesorhizobium ciceri)
donnent des réactions positives pour les enzymes spécifiques : enzymes liés au processus
de nodulation (Polygalacturonase, endoglucanase) ou liés au métabolisme azoté du sol

(uréase, nitrate-réductase).
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2.2.1. Nitrate-réductase

La croissance des isolats et souches témoins sur milieu a base de KNOj et apres
addition de réactifs de la nitrate-réductase, montrent la présence de I’enzyme. (figurel5-a)
(Lindstrém et Lehtomaki, 1988 ; Struffi et al. 1998).

2.2.2.1.°’Uréase

Toutes les souches produisent une uréase sur milieu spécifique additionné d’urée.
Sa présence se manifeste par une alcalinisation du milieu (production de NHs).
Les Rhizobiuma croissance rapide dans leur majorité disposent une nitrate réductase, ils sont

uréase + et nitrate réductase+ Sadowsky et al 1983. (Figure 15-b).

2.2.3. L’ Activité cellulosique

L’ apparition d’un halo jaune orangé autour des colonies des isolats révélela présence
d’une endogluconase (cellulase).Toutes les souches donnent une réaction positive
(Lindestrom et Lehtomak, 1988). On note que cet enzyme (cellulase) est indispensable pour
établir les premiéres infections symbiotiques des racines des Iégumineuses par les Rhizobium
en dégradant la paroi des cellules des poils racinairesde la plantes héte et sans endommager

les cellules de cette derniére(Robledo etal., 2007).(Figure 15-c).

2.2.4. L’ Activité pectinolytique

Apreés I’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

polygalacturonasique.(Figure 15 -d).
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Figure 15: Tests enzymatiques : (a) : Test nitrate réductase positif(b) ; Test uréase
positif (c) Test cellulase positif(d): Test péctinase positif.
2.3. Les besoins nutritionnels

Ce test est réalisé dans le but de connaitre la source carbonée ou azotée préférée

par les différentes souches étudiées, il est I'une des bases de ’identification biochimique.

2.3.1. Source de carbone

En remarquant les histogrammes, tous les isolats sans exception, en présence
des souches de référence, utilisent bien le glucose et le galactose comme source de carbone.
De méme, la figure 16 révele que les isolats provenant du site Salah Salah Salah, présentent
une hétérogénéité métabolique des substrats carbonés. Cela signifie que cette catégorie
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des isolats capable d’utiliser une large gamme des sucres. Ce qui est confirmé par les résultats

obtenus par Gaur et Sen (1981) ; Nour etal (1994) ; Nour et al (1995) ;Struffietal(1998).

En comparant avec les souches témoin, une assimilation préférentielle de sucres
simples ; le glucose et le galactose a été signalée par tous les isolats collectionnés du site
Salah Salah Salah. La figure 16 montre que la majorité des isolats ne dégradent plus
le fructose. Celui-ci peut étre considéré comme facteur limitant la croissance bactérienne,

méme constatation pour 1’arabinose.

W GLUCOSE

B GALACTOSE

= ARABINOSE

W LACTOSE

m SUCROSE

W SORBITOL

CITRATE NA

INOSITOL

XYLOSE

MALTOSE

Les souches Fructose

Figure 16: Utilisation des sucres par les isolats provenant du site Salah Salah Salah,
Wilaya de Guelma

Une DO plus élevée a été saisie pour les deux monosaccharides; le glucose
et le galactose. Ces derniers sont les plus utilisés comme source de carbone par les isolats
dérivés du site Mdjez Ammar, wilaya de Guelma. Ce groupe montre aussi I’assimilation des
autres sucres, notamment les disaccharides et les polyalcools. Au sein du méme groupe,
I’isolat G1 fait 1’exception par une DO tres faible pour le sucrose. Alors les souches
de référence utilisent presque la totalite des sucres examinés (figure 17).En effet, Wei et al
.;2008) prouvent que certaines souches nodulant la Iégumineuse, Astragalus, ne peuvent
utiliser que le citrate de sodium et le xylose afin qu’elles puissent avoir une source

de carbone.
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Alors Wang etal., 2006 montrent qu’il existe d’autres souches rhizobiales utilisant
un seul substrat carboné qui est le xylose. On enregistre aussi, cette catégorie des isolats, ne
dégrade pas I’arabinose (a I’exception des isolats ; G3, G5, et G15). Ce qui concorde avec les

résultats trouves de la premiere catégorie des isolats issus du site Salah Salah Salah.

1,8 B GLUCOSE

B GALACTOSE

m ARABINOSE

B MALTOSE

DO

m LACTOSE

m SUCROSE

SORBITOL

CITRATE DE NA

INOSITOL

Gl G3 G4 G5 G6 G10 G11 G13 G15 G16 A6 Mez m Xylose

Les souches Fructose

Figure 17: Utilisation des sucres par les isolats provenant du site Mdjez Ammar,

Chakrabarti etal, (1981) précisent que chez Rhizobium meliloti le classement suivant
peut étre établit en fonction de la rapidité de la croissance : mannitol, glucose, puis gluconate
alors pour Rhizobium léguminosarum bv. trifoli ’ordre est : mannitol, glucose, arabinose puis
legluconate.La variété du métabolisme des bactéries du sol procure a ces dernieres une
plasticité importante dans leur adaptation a des environnements variés, tels que le sol et la

rhizosphére(Latour, et Lemanceau., 1997).

Par ailleurs, les isolats nodulant la légumineuse Phaseolus coccineus proviennent
du site Tamalous, présentent dans 1’ensemble une bonne utilisation des sucres simples
en présence des souches de référence mis a part 1’isolat T15 qui utilise beaucoup mieux
I’arabinose que les autres sucres pour avoir une source de carbone (figure 18).Cecimontre
queces bactéries n’exigent pas le mannitol comme seule source de carbone, ce qui est

confirmé par Gaur et Sen (1981),Struffi etal(1998) Un nombre important de travaux
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s’est penché sur ce métabolisme, on peut citer les travaux de Allen et Allen (1950) qui ont
constatéque tous les Rhizobium a croissance rapide utilisent facilement les mono et les
disaccharides et de maniére restreinte les trisaccharides et les sucres contenant des fonctions
alcools.

De méme Graham (1964 a/b) a montré que toutes les souches de Rhizobium sont
capables de se développer sur des composés représentant des tri et disaccharides, des aldoses

et polyalcools.

2
18 m GLUCOSE
1,6 m GALACTOSE
1,4 = ARABINOSE
1,2 - | m LACTOSE
DO 1 - ‘ = FRUCTOSE
08 - I ‘ i = MALTOSE
06 - | | ‘ | _m SUCROSE
0,4 _ g I | | ! i I i SORBITOL
02 - | | | L ME BE s CITRATE NA
oML Y Y Y BT LMY B . s
TL T3 T5 T7 T8 T10 T13 T15 T16 T18 A6 Mez . yylose

Les souches

Figure 18: utilisation des sucres par les isolats provenant du site Tamalous, Wilaya de
Skikda

Pour les isolats collectés a partir des nodules racinaires de la Iégumineus P. coccineus,
on présume que le métabolisme des glucides indique la variabilité dans la source du carbone,
ainsi ces bactéries possedent une préférence commune pour les deux monosaccharides,

le glucose et le galactose.

Selon I’histogramme, quasiment toutes les bactéries nodulant la légumineuse
Phaseolus vulgaris , provenant du site Benzouit mise a part la souche B8, en présence de
souches de référence ; Rhizobium leguminosarum sullae et Mezorhizobium cicerieutilisent

bien le citrate de Na et les monosaccharides comme source de carbone tels que : le glucose,
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le galactose et le fructose a 1’exception des deux isolatsB4 et B10 qui assimilent faiblement
les mémes sucres testés. Cependant, on note une utilisation remarquable pour les
disaccharidesqui consiste a une disposition des enzymes nécessaires. Aussi, la figure 19
montre que le polyalcool, le sorbitol, est mieux dégradé par les bactéries, a I’exception des

isolats B12 et B4qui donnent une DO faible en présence du sorbitol dans le milieu.

1
0,9 )
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0,8
M Galactose
0,7 —
 Arabinose
0,6 - |
DO M Lactose
0,5 1 W Sucrose
0,4 - "W sorbitol
0,3 - --m Citrate Na
0,2 - W Inositol
01 - Xylose
= Malt
0 | altose
B3 B4 B5 B6 B8 B10 B12 B15 B19 B21 A6 Mez = Fructose
Les souches

Figure 19: Utilisation des sucres par les différents isolats provenant du site Benzouit,
Wilaya de Skikda

En effet, les souches isolées de Boumaaza assimilent d’une maniére préférentielle
le polyalcool, et lexylose que les autres sucres. L’isolat Z12 dégrade équitablement les deux
polyalcools ; le xylose et 1’inositol. Néanmoins, on remarque pratiquement que la méme DO
a été enregistrée pour le reste des sucres ; notamment le sucrose, galactose, arabinose,
le maltose et le sorbitol (Figure 20). Ceci explique la non exigence des bactéries au mannitol
comme seule source de carbone. Ces résultats concordent avec les travaux de Vincent(1984)
et Jordan(1982).
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Figure 20: Utilisation des substrats carbonés par les isolats provenant du site Boumaaza,
Wilaya de Annaba

2.3.2. Utilisation des acides aminés comme source d’azote

L’utilisation des aminoacides fait dévoiler une biodiversité au sein des isolats nodulant
les deux variétés de la Iégumineuse du genre Phaseolus, ainsi une assimilation différentielle a
été enregistrée dans le méme groupe de bactéries isolées de la légumineuse provenant du
méme site de prélevement. Les travaux de Yang etal(2008) font démontrer que les rhizobia

n’exigent pas la présence d’un seul aminoacide bien précis.

Les isolats nodulant la légumineuse Phaseolus vulgarisprovenant du site Boumaaza,
wilaya de Annaba, n’assimilent pas les acides aminés de la méme maniére ; souvent, une
biodiversité du métabolisme azoté a été signalée par cette catégorie des isolats. La tyrosine,
I’histidine et la thréonine sont moins assimilés par apport au reste des amino-acides.En outre,
712,714, 716 et Z17 utilisent d’une manicre remarquable la tyrosine.

Les mesures de la DO montrent que les acides aminés : Leu, lleu, Asp, Gly,et Ac-glu sont peu
utilisés par les bactéries , sauf Z10 qui assimile bien la Leucine (figure 21).
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D’une manicre générale, cette catégorie peut subdivisée en trois sous-groupes :
- le premier consiste des isolats qui préferent d’utiliser la tyrosine comme source d’azote,
- le second regroupe les bactéries qui assimilent la thréonine avec une DO plus élevée,
- le dernier sous-groupe contient des souches assimilent mieux le phényl-alanine.
On rajoute aussi, 1’isolat Z10, tout seul, construit un autre groupe dont une DO remarquable

pour I’amino-acide leucine.
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Figure 21: Assimilation des aminoacides par les isolats provenant du site Boumaaza,
Wilaya de Annaba

On présume que les isolats du site Bomaaza utilisent, dans leur majorité une large
gamme des acides aminés, comme source d’azote. Ce qui indique la mise en place d’une
biodiversite métabolique pour cette catégorie des isolats. Cependant, les travaux de Taté etal
.;1998) montent que le Rhizobium etli nodulant le P.vulgaris possede une dépendance
de croissance pour I’acide aming, la Méthionine, et qu’a son absence, la bactérie devient
incapable de produire des flavonoidesinductibles ; Oligosaccharides lipo-chitine (facteurs
Nod), ou induire des nodosités sur les racines de cette légumineuse.
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La figure 22 révele une bonne assimilation, premi¢rement de I’histidine qui a été
enregistrée par les isolats du site Benzouit, wilaya de Skikda, puis la tyrosine en deuxiéme
position. Idem pour la lysine avec une DO plus élevée pour ’isolat B6 qui croit beaucoup

mieux en présence de ’acide aminé la lysine.
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Figure 22: Assimilation des aminoacides par les isolats provenant du site Benzouit,
Wilaya de Skikda
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Alors, les bactéries provenant du sol de Tamalous, dans 1’ensemble, assimilent bien
la méthionine que les autres aminoacides (avec une DO plus élevée enregistrée par la souche
T7) (figure 23). On remarque que ce groupe assimile un nombre restreint des acides aminés
par rapport aux souches témoin vis a vis a leur utilisation large de ces substrats comme source
d’azote. En effet, certain substrats de ces amino-acides ne sont pas bien assimilés
par les isolats notamment la Leu, Ser, Pro, Cys, Ala, Thre, Gly, et Phe-ala. De ce fait, on peut
déduire que ces derniers sont considérés comme des inhibiteurs de la croissance bactérienne.
L’isolat T3 fait ’exception par une assimilation assez importante des substrats azotés ;

la méthionine, la proline, et I’asparagine.
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Figure 23: Assimilation des aninoacides par des isolats provenant du site Tamalous,
Wilaya de Skikda
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On note, que les isolats issus des sites ; Mdjez Ammar, Salah Salah Salah et Tamalous,
présentent dans leur quasi-totalité, une assimilation différentielle des différents acides amines
Plus détaillant, les bactéries du site Mdjez Ammar utilisent la proline, la sérine, I’alanine,
I’asparagine etl’ histidine comme source d’azote avec une DO plus ¢élevée de la proline a été
signalée par ’isolat G15 (figure 24). D’une maniére générale, cette dégradation variable des

acides aminés provoque une biodiversité au sein de ce métabolisme pour ce groupe des

isolats.
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Figure 24: Assimilation des acides aminés par les isolats provenant du site Mdjez
Ammar, Wilaya de Guelma
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Cependant, les souches issues du site Salah Salah Salah assimilent bien 1’isoleucine
et la proline, pratiquement avec le méme degré, cela est observé chez les isolats S1, S2, S3
et S11.Au contraire,on enregistre une assimilation faible pour les autres acides aminés
(figure 25).
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Figure 25: Assimilation des aminoacides par les isolats provenant du site Salah Salah
Salah, wilaya de Guelma

3. Les facteurs abiotiques

Plusieurs conditions environnementales sont des facteurs limitant la croissance
et l'activité des plantes fixatrices d'azote. Ces facteurs stressants environnementaux typiques
auxquels sont confrontés aux nodules de légumineuses et les partenaires symbiotiques.
Ces facteurs peuvent inclure le stress hydrique, la salinité, le pH du sol, la température,
les métaux lourds, etc. (Zahran 1999).
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3.1. Effet du pH

Parmi touts les isolats, les souches isolées de la légumineuse P. coccineus cultivées
dans la région de Mdjez Ammar présentent une tolérance remarquable aux pH acides
et alkalins avec un pH optimum de 5, a I’exception de la souche G3 qui montre une bonne
croissance seulement aux pH acides (5, 5.5, 5.8)(figure 26). Les travaux de Vincent (1970) ;
Jordan (1984) ; de Lajudie (1998) et de Struffi (1998)ont corroboré nos résultats.
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Figure 26: Effet du pH sur la croissance des isolats provenant du site Mdjez Ammar,
Wilaya de Guelma

Par ailleurs, ’acidit¢ et D’alcalinit¢ n’inhibent ni la croissance des plantes
ni la formation des nodules racinaires, mais le nombre des nodules ainsi la biomasse de ces

derniers a pH6.8 étaient plus importants qu’a pH 4 (Benselama etal.,2013).
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Cependant,une biodiversitéa été décelée dans 1’étude de la tolérance des isolats
aux différents pH, notamment les isolats du site Benzouit,. La figure 27 fait montrer
que certains isolats ont la capacité d’étre poussés dans un milieu dont le pH acide comme
I’isolat B6, d’autres en milieu basique, le cas de 1’isolat B19. On remarque que 1’isolat B4

donne des résultats comparables & ceux des souches de référence.
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Figure 27: Effet du pH sur la croissance des isolats provenant su site Benzouit, Wilaya
de Skikda

Plus encore,Razaetal(2001) ont montré que les souches de Rhizobium isolées
desnodules Lupinus albus de I’Egypte tolérent des pH extrémesdont I’intervalle allant
de 4 a10. Dans le méme contexte,Maatallahetal(2001), selon 1’analyse de cinquante six
souches de Rhizobium nodulant deux cultivars de pois chiche (Cicer arientinum L.), isolées
de différentesrégions du Maroc, montrent que certaines d’entre elles sont capables de pousser
a un pH allant de 5 a 8 . Alors Liu etal(2005), Wei etal (2008) ont fait contredire
ces résultats etant donne que touts les rhizobia sont incapable de pousser a pH acide.

Des résultats contradictoires ont démontré que les Bradyrhizobium isolés a partir
de lupin (Graham et Parker 1964) et certaines souches de Rhizobium, notamment les éspeces
Rhizobium leguminosarum ANU1173 (Chen etal 1993),croissent d’une fagon préférentielle
sur des pH acides .Egalement Tiwari etal(1998)affirment que le Rhizobium meliloti
WSMA419 est capable de croitre a pH 5,7.
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Entre autre, les isolats collectionnés du site Boumaaza croissent dans un milieu dont
le pH allant d’un pH acide (pH 4) jusqu’un un pH alkalin (pH 10) avec des pH optimum:
a titre d’exemple un pH optimum a 6.8 pour les isolats Z14, et Z16, pH 5.5 pour Z1, Z, Z10
et Z12(figure 28).
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Figure 28: Effet du pH sur la croissance des isolats provenant du site Boumaade
Annaba.

Brigido etal(2007) trouvent qu’une efficacité symbiotique supérieure a été obtenue
en utilisant une solution d'arrosage a une valeur de pH la plus proche du pH de la croissance
bactérienne maximale. Au total, ces études suggérent que le pH est un facteur
environnemental clé pour la composition de la population de rhizobium, agissant sur des
bactéries, a la fois en vie libre et en symbiose.
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Un autre groupe des souches, celui du siteSalah Salah Salah, en présence de souches
de référence, donne une DO plus faible notamment avec les pH acide et surtout a pH 6.8,
a I’exception de souche S7, qui présente des résultats comparables a A6 et Mez(figure 29).

Néanmoins, la plus part des isolats croissent mieux dans un bouillon a un pH 7.8.
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Figure 29: Effet du pH sur la croissance des isolats provenant du site Salah Salah Salah,
Wilaya de Guelma.

Graham et al(1994) démontrent qu’un pH acide limite la persistance de souches
de Rlhizobium dans un sol, ainsi que la nodulation des Iégumineuses et la fixation d'azote
et que la composition et la structure de la membrane externe des ces bactéries pourraient étre
un facteur de tolérance aux pH acides. En outre, Moron et al(2005) trouvent que la souche
Rhizobium tropici nodulan la légumineuse Phaseolus vulgaris, dans un milieu acide,
va augmenter la production des facteurs Nod (52 molécules) possédant des différences
structurale significatives par rapport aux molécules produites avec un milieu neutre ; ce qui
influe négativement sur ’effet de nodulation. De méme, Mahammadi etal 2012 suggerent
qu’au pH acide, les Rhizobium perdent la capacité d’infecter les racines de plantes.
Donc, les rizobia se developpent mieux dans un milieu alkalin qu’un milieu acide. (Lakhal.,

2011 ; Perez-Galdon etal.,1994).
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Un dernier groupe des isolats, celui des bactéries issues du site Tamalous, révele
des résultats hétérogenes, ceux-ci sont représentés dans la figure 30. On trouve que la majorité
des isolats n’a pas pu se croitre a pH 4, sauf les isolats T3, T5 et T16 qui, au méme pH,
donnent une DO assez élevée. Ces mémes souches tolérent toute une gamme de pH avec une

valeur optimale de 8.8. Le reste des bactéries croissent mieux a un pH 6.8.
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Figure 30: Effet du pH sur la croissance des isolats provenant du site Tamalous, wilaya
de Skikda.

Il 'y a eu des changements dans le pourcentage de survie, le nhombre de nodules
et plantes, la taille des nodules et le poids sec des racines et le rendement des semences
aux différents pH. Dans tous les parametres, une large gamme de pH allant de 5 a 8, avec des
valeurs optimales enregistrées. Les valeurs les plus faibles en termes de pourcentage de survie
et de rendement en graines ont été enregistrées apH3( Mensah etal., 2006).

3. 2.Tolérance a la salinité

Dans les zones arides et semi-arides, la salinit¢ est I'un des facteurs majeurs
responsables de la détérioration des sols en lesrendant impropres a I’agriculture. Par leur
concentration excessive en sels, les sols salins constituent un environnement défavorable

pour la croissance de la plupart des légumineuses.(Benidire etal., 2014).
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En observant les histogrammes, la totalité des isolats en présence des souches
de référence ne tolérent plus des concentrations élevées de NaCl .

Cependant, les bactéries isolées a partir des nodules de la légumineuse Phaseolus
coccineus, celles qui proviennent du site Mdjaz ammar, wilaya de Guelma sont moins
sensibles que les autres souches car elles peuvent tolérer jusqu’a 200mM ce qui
est comparable avec R.sullae et Mezorhizobium ciceri (figure 31). Donc, nous pouvons
estimer que cette tolérance est certainement liée a une présence particuliere
des osmoprotecteurs permettant aux Rhizobium d’étre plus résistantes aux concentrations plus
ou moins élevées de NaCl (Nour et al.,, 1994). Ainsi Stuffi et al(1998) montrent que la
tolérance au NaCl varie d’une espéce a ’autre, prenant 1’exemple de Rhizobium hydisari

avec une concentration de sel qui ne dépasse pas 0,5% et 3% pour R.meliloti.
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Figure 31: Effet du NaCl sur la croissance des isolats provenant du site Mdjez Ammar,
Wilaya de Guelma.

Concernant 1’efficacité de 1’activité symbiotique, peu d’information est disponible
pour les Iégumineuses et leurs rhizobia associées et qui (cette efficacité) dépend de la plante

hote, des bactéries qu’elles infectent et des conditions environnementales.

Idem pour les bactéries provenant du site Tamalous, cette catégorie des bactéries

présentent pratiqguement les mémes caracteristiques, vis-a-vis a I’influence du sel sur la
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croissance bactérienne, que celles du site Mdjez Ammar, et que ces deux catégories

des bactéries nodulent la méme légumineuse : P.coccineus (figure 32).
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Figure 32: Effet du NaCl sur la croissance des isolats provenant du site Tamalous,
Wilaya de Skikda.

Sur le plan de la tolérance au sel, les isolats provenant du site Salah Salah Salah

peuvent étre regroupés en deux groupes distincts ;

-le premier groupe renferme des bactéries qui peuvent croitre a des concentrations

du Na ClI jusqu’a 40mM /litre de milieu de culture.

-le second groupe constitué¢ des bactéries dont I’incapacité de se développer

en présence du sel méme avec une faible concentration de ce dernier, c’est le cas des deux

isolats; S8 et S9(figure 33). Par conséquent, nous pouvant concluons que le NaCl dans ce cas

est considéré comme un inhibiteur de croissance.

A la lumiére de ces résultats, on peut prédire que les isolats isolés des racines

de la légumineuse du genre Phaseolus présentent une biodiversité de la tolérance au NaCl,

cela peut influencer le processus de la nodulation.
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Figure 33: Tolérance des isolats provenant du site Salah Salah Salah, Wilaya de Guelma
a différentes concentrations du NacCl.

Par ailleurs, Bouhmouch etal (2004) montrent qu’en absence ou en présence d’une
faible concentration du NaCl (250-350mM), les souches Rhizobium tropici et Rhizobium
giardinii ont induit une augmentation significative du nombre de nodules sur les racines
de la lIégumineuse Phaseolus vulgaris, par contre, la présence en forte concentration du NacCl
a un effet nocif sur la formation des nodules; ce dernier affecte 1’étape de 1’infection
des racines par la bactérie et par conséquent aucun nodosité est formé, malgré le fait que cette
variété ( la plante) est considérée comme la plus tolérante au sel .Outre, les nodules racinaire
de luzerne et de haricot, la salinité influe négativement sur la survie et la prolifération
des rizobia, et parla suite affecte le processus de la fixation biologique d’azote. (Farissi etal.,
2014 ; Faghire., 2012). Aussi elle provoque une inhibition des activités phosphoénolpyruvate
carboxylase (PEPC, EC 4.1.1.31) et de la malate déshydrogénase (MDH, EC 1.1.1.37),
ces derniéres sont nécessaires pour fournir aux bactéroides le carbone a partir des hexoses-6P
(Lépez et al, 2008a ; Faghire et al, 2011). En revanche, Benata etal,(2008)suggérent que les
légumineuses semblent étre nodulées par des souches rhizobiales soient sensibles
ou tolérantes au sel temps qu’elles disposent le géne nod C.

En observant la figure 34, les isolats en présence des souches témoin ne supportent
plus la présence du NaCl en forte concentration. En plus, la présence du sel dans le milieu,

méme en faible concentration, va inhiber la croissance de certaines bactéries, comme
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le cas des isolats : B19 et B21. Donc, dans ce cas, le sel est un facteur limitant la croissance

bactérienne
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Figure 34:Tolérance des isolats provenant du site Benzouit, Wilaya de Skikda, a
différentes concentrations du NacCl.

Cependant, La salinité affecte différents mécanismes physiologiques et la nécessité
de survivre dans un environnement salin fait intervenir de multiples mécanismes d’adaptation
pour les plantes (Yeo et Flowers.,1986). L’évolution de ces mécanismes adaptatifs implique

un ensemble complexe de parameétres parmi lesquels beaucoup ne sont pas encore connu.
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Parallelement aux isolats issus du site Benzouit, les bactéries nodulant la méme
I[égumineuse, P.vulgaris, ne possedent pas un pouvoir tolérant la présence du sel a des

concentrations élevees (figure 35).
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Figure 35:Tolérance des isolats provenant du site Boumaaza, Wilaya de Annaba, a
différentes concentrations du NacCl.

En outre, Craig et al(1991) ont montré que des souches rhizobiales isolées d’Acacia
redolens, sedéveloppant dans des zones salines en Australie, produisent des nodules efficients
avec A.redolens et A. cyclops, se développant dans un sol sableux avec une salinité supérieure
a 80 mM NaCl. Ainsi d’autres exemples ont ¢été aussi étudiés avec 1’Acacia
(Lal et Khanna.,1995; Zou et al.,1995) aussi Lazrek (2008) fait rejoindre les mémes
constatations.

3.3. Effet de la température

L'association symbiotique légumineuses-Rhizobium est fortement influencée par
divers facteurs environnementaux, la température étant la plus importante. La croissance
et la survie des rhizobia dans les sols sont altérées par les fortes températures du sol (Pereira
Alexandre., 2010).Diverses études ont été menées pour examiner les réponses de croissance
de differentes souches de Rhizobium a des températures croissantes; donc une propriéeté
souhaitable pour la préparation de I’inoculum utilisée dans les régions avec des températures
élevées/ basses au moment de la plantation ne sont pas inhabituelles ( Yadavet Kiran Nehra,
2013).
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La présente étude fait dévoiler une certaine diversité concernant la tolérance

des isolats & des températures assez élevees ;

Touts les isolats et les souches de référence donnent une bonne croissance a une
température située entre 22 et 45°C avec une optimale de 30°C ce qui retrouve aussi chez
Mesorhizobium huakuii (Chen, 1991), espéce isolée des racines de la Iégumineuse Astragalus
sinicus. En plus Graham (1992) a prouvé que les rhizobia sont des bactéries mésophiles, aussi
nos resultats sont corroborés par les travaux de Moschetti et al 2005 qui ont constaté que les
souches Rhizobium leguminosarum biovar viciae isolées des nodosités des légumineuses
Viciae, Pisum et Lathyrus prélevées des différentes régions de I’Italie présentent une tolérance

de différentes températures allant de 37° jusqu’a 44°C.

Par contre a 0°C, uniquement les bactéries extraites des nodules de la légumineuse

Phaseolus coccineus cultivée dans la wilaya de Guelma qui peuvent étre croitre.

En outre, nous avons enregistré que parmi les isolats provenant du site Tamalous
(Skikda) ; T5, T7, T13, T15, T16 sont pourvus d’une tolérance de température de 55°C
(Tableau 3). Ceci procure aux isolats d’étre des bactéries thermophiles, ces résultats font
joindre ceux deMichiels et al.1994 Nehra et al. 2007, Pento et al 1998 qui démontrent
une tolérance de Rhizobium leguminasarum bv phaseoli a haute température. Cet acte procure
un meilleur rendement pour la fixation de I’azote. Aussi, Rhizobium leguminosarum biovar
phaseoli a amélioré le teneur en azote fixé semble avoir le potentiel d'améliorer le rendement

des sols tropicaux.

Plusieurs études sur les Rhizobium indiquent que la tolérance aux facteurs abiotiques
semble étre liée a l'espéce(Reeve etal, 2006 ; Laguerre etal, 2006 ; Alexandre etal, 2006).
Alors Michels et al(1994) font expliquer une telle thermorésistance acquise des rizobia
par la synthése des protéines dont les poids moléculaires différents et que la bactérie

produisant la protéine avec un PM plus important sera la plus résistante.
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Tableau 4: Résultats de la croissance des isolats a différentes tempeératures.

tempéram,:;“he T1 |T3 |T5 |T7 |T8 |T10|T13 |T15|T16|T18 | A6 | Mez
4° - - - - - - - - - - - -
22° + 0+ |+ |+ |+ |+ |+ + |+ + |+ |+
30° S
45° + |+ |+ |+ |+ |+ |+ + |+ |+ |+ |+
55° - |- + |+ + |- + + + |- - |-
65° e e

Isolats provenant du site Tamalous.

tempéram;ﬂ”me S1|S2 |S3 |S5 |S7 [S8 |S9 |[S11|S13|S14|A6|Mez
0° - |- - |- - - - - - - - -
4° + |+ |+ |+ |+ |+ + |+ |- |-
22° + 0+ |+ |+ |+ |+ |+ + |+ +
45° + |+ |+ |+ |+ + |+ +
55° I - - - - - -

Isolats provenant du site Salah Salah Salah.

températu;‘:”me G1|G3 |G4 |G5 |G6 |G10|G11|G13|G15|G16|A6 | Mez
4° + |- |+ |+ |- + + + + + - -
22° + |+ |+ |+ + + + + +
45° + |+ + + + + +

Isolats provenant du site Mdjez Ammar

empame® | B3 |B4 |B5 |B6 |B8 |B10|B12|B15|B19|B20|A6 | Mez
4° - - - - - - - - - - - -
22°
45°
55° - - - - - - - - - - - -
Isolats provenant du site Benzouit

empam 171172 |z4 |76 |78 |710 (712|714 |716|717 | A6 | Mez

4° - |- - - - - - - - - - |-

22°

45°

55° - - - - - - - - - - - -
Isolats provenant du site Tamalous
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3.4. Résistance aux métaux lourds

Les aspects écologiques de la restauration des sols minés, mettent particulierement
I'accent sur le maintien d'une végétation durable a long terme sur les sites de mines de métaux
toxiques. Les sols contaminés par des métaux sont des habitats artificiels qui sont trés

instables et deviennent des sources de pollution de l'air et de I'eau.

La phytostabilisation et la phytoextraction sont deux techniques courantes
de phytoremédiation dans le traitement des sols contamines par des métaux, la stabilisation
des dépouilles toxiques des mines et I'élimination des métaux toxiques des détritus,
I’application doit étre réguliére. Des amendements aux sols devraient étre ajoutés pour assurer
la stabilisation des déblais miniers et 1’augmentation de I'absorption des métaux
en conséquence(Salt et al., 1995, Wong ., 2002).

Nous remarquons que tous les isolats en présence des souches témoins tolérent
une concentration assez élevé du Cadmium cela veut dire que ces isolats ont pourvus
d’une certaine résistance a ce métal avec une CMI de 1000 (Tableau 5). Le Cd est considéré
parmi les métaux lourd les plus dangereux vu son impact phytotoxique sur la réduction
de la croissance de la plante voire sa survie , il peut méme provoquer une inhibition
de croissance des racines et la formation des nodules chez les Iégumineuses (Chen et al.
2003Gerhardt et al., 2009 ;Gallego et al., 2012; Sheirdil et al., 2012 ). Dans ces dernieres

années, il y a un intérét croissant afin de bien comprendre I’effet du Cd et ces interactions
dans I’établissement de la relation symbiotique entre les légumineuses et les rhizobiums
(Gomez- Sagati et al., 2015).Shvaleva et al., (2009) trouvent que la souche Sinorhizobium
meliloti nodulant la légumineuse Medicago sativa(Luzerne) capable de supporter la présence
du cadmium dans le sol tout en produisant un substrat; les flavodoxines, qui sont
des flavoprotéines transporteuses d'électrons et interviennent dans la réponse au stress
oxydatif chez les bactéries et les cyanobactéries.Doncla flavodoxine pourrait avoir
des applications comme outil biotechnologique pour améliorer la performance symbiotique

de la luzerne et d'autres légumineuses dans les sols pollués par le cadmium ( Tableau 5).
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Tableau 5: Concentration minimale inhibitrice de métaux lourds

Métaux lourds (Concentration Minimale Inhibitrice ug/miTY)

Souches HgCl2 Zn Cu Pb Cd Sb0O3
G1 100 6000 1000 6000 1000 10000
G3 100 6000 1000 6000 1000 6000
G4 100 6000 1000 6000 1000 10000
G5 100 6000 1000 6000 1000 6000
G6 100 6000 1000 6000 1000 6000

G10 100 6000 1000 6000 1000 10000
G11 100 6000 1000 6000 1000 6000
G13 100 6000 1000 6000 1000 6000
G15 200 6000 1000 6000 1000 6000
G16 100 6000 1000 6000 1000 6000
A6 500 6000 1000 6000 1000 10000
Mez 500 1000 1000 6000 1000 10000

Isolats issus du site Mdjez Ammar, Guelma

Métaux lourds (Concentration Minimale Inhibitrice ug/miTY)

Souches HgCl2 Zn Cu Pb Cd Sb0O3
Z1 100 6000 1000 6000 1000 10000
Z2 100 6000 1000 6000 1000 6000
4 100 6000 1000 6000 1000 10000
Z6 100 6000 1000 6000 1000 6000
z8 100 6000 1000 6000 1000 6000

Z10 100 6000 1000 6000 1000 10000
Z12 100 6000 1000 6000 1000 6000
214 100 6000 1000 6000 1000 6000
Z16 200 6000 1000 6000 1000 6000
17 100 6000 1000 6000 1000 6000
A6 500 6000 1000 6000 1000 10000
Mez 500 1000 1000 6000 1000 10000

Isolats issus du site Boumaaza, Annaba
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Métaux lourds (Concentration Minimale Inhibitrice pg/miTY)

Souches HgCl2 Zn Cu Pb Cd Sb0O3
S1 200 6000 1000 6000 1000 10000
S2 200 6000 1000 6000 6000 6000
S3 200 6000 1000 6000 1000 1000
S5 200 6000 1000 6000 1000 6000
S7 200 6000 1000 6000 1000 6000
S8 200 6000 1000 6000 1000 6000
S9 200 6000 1000 6000 1000 6000
S11 200 6000 1000 6000 6000 6000
S13 200 6000 1000 6000 1000 6000
S14 200 6000 1000 6000 1000 6000
A6 500 6000 6000 6000 1000 10000
Mez 500 1000 6000 6000 1000 10000

Isolats issus du site Salah Salah Salah, Guelma
Métaux lourds (Concentration Minimale Inhibitrice ug/miTY)

Souches HgCl2 Zn Cu Pb Cd Sb0O3
B3 100 6000 1000 6000 1000 10000
B4 100 6000 1000 6000 1000 10000
B5 100 6000 1000 6000 1000 10000
B6 100 6000 1000 6000 1000 10000
B8 100 6000 1000 6000 1000 10000
B10 100 6000 1000 6000 1000 10000
B12 100 6000 1000 6000 1000 10000
B15 100 6000 1000 6000 1000 10000
B19 100 6000 1000 6000 1000 10000
B21 100 6000 1000 6000 1000 10000
A6 500 6000 6000 6000 1000 10000
Mez 500 1000 6000 6000 1000 10000

Isolats issus du site Benzouit, Skikda
Métaux lourds (Concentration Minimale Inhibitrice pg/mITY)
Souches HgCl2 Zn Cu Pb Cd SbO3
T1 100 6000 1000 6000 1000 10000
T3 100 6000 1000 6000 1000 10000
T5 100 6000 1000 6000 1000 10000
T7 100 6000 1000 6000 1000 10000
T8 100 6000 1000 6000 1000 60000
T10 100 6000 1000 6000 1000 10000
T13 100 6000 1000 6000 1000 10000
T15 100 6000 1000 6000 1000 10000
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T16 100 6000 1000 6000 1000 10000
T18 100 6000 1000 6000 1000 10000

A6 500 6000 6000 6000 1000 10000
Mez 500 1000 6000 6000 1000 10000

Isolats issus du site Tamalous, Skikda

Quant au Zinc, nous avons persuadé une forte résistance fournie par les bactéries
étudiées (avec une CMI 6000 pg/ml) mis a part la souche de référence Mezorhizobium

ceciri(1000).Yoon etal(1991) ;Redondo etal(2009) ont repéré une telle résistance au zinc

et au cadmium chez les Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis a 1’existence d’un
plasmide pl258 doté de trois génes; Cad A, Cad B et Cad C codent pour le déterminant
de résistance.

De méme pour le Pb, qui a été supporté par les souches. Pajuelo et al(2007) révélent
queles bactéries ayant une résistance pour le plomb ont la particularité de produire
un enzyme ;O-acétylsérine (thiol) lyase, et que le nombre de ces transcrits (ARNm)
est régulé par la concentration de ce métal dans le sol.

La CMI de Cuivre est de 6000 pour touts les isolats, alors nous constatons que ces
derniers tolérent bien la présence de Cu. Ceci concorde avec les travaux de Smith (1997) ;
les Rhizobium peuvent tolérer des concentrations maximales autorisées de Cu et Zin mais
moins de Cd.

Au contraire, une résistance plus faible a été enregistrée pour le Chlorure
de mercure (HgCl,) avec une CMI qui ne dépasse pas 200 pour les isolats et 500 pour les
souches témoins signifie que tous les isolats sont sensibles a la présence de mercure.

La CMI la plus élevée est signalée par la présence de 1’oxyde d’antimoine(SbO3),
Ce qui prouve que tous les isolats ont résisté a sa forte présence dans le sol par rapport aux
autres CMI des metaux étudiés. Silver et al(1981), Rosenstein etal (1992)suggérent
que cette résistance a été expliquée par la présence d’un plasmide chez les bactéries
Escherichia coli et Staphylococcus aureus,Staphylococcus xylosusposseded’un opéron
conférant a la résistance aux métaux toxique et que I’antimoine est son inducteur et que le
métal sera lié avec des thiols excreétés par ces cellules.

La présence des métaux lourds en trés faible concentration dans le sol est
indispensable a 1’établissement de certaines activités métaboliques, soit pour
les 1égumineuses ou bien pour les bactéries qu’elles nodulent. Par contre s’il y aura une

augmentation au niveau de cette concentration, ces méme métaux provoquent des effets
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néfastes pour la plante hotte et les bactéries nodulants en affectant la relation symbiotique
(Carrasco et al.,2005; Ahmed et al.,2012), quoiqu’il y ait des études contradictoires
qui montrent un effet mineur ou inapergu des métaux sur le taux de fixation de I’N;

atmosphérique notamment chez le pois et I’haricot (Obbard etal., 2001).
4. La sensibilité aux bacteriophages

Bien que les plantes soient entourées de phages, la grande majorité de Il'impact
du phage sur les plantes est transmise par des bactéries associées aux plantes.

L'activité des bactériophages pose une menace majeure a la survie bactérienne,
dont certains affectent le Pilus et I'antigéne O et d'autres qui fonctionnent a l'intérieur
de la cellule (Bondy-Denomy2016). Il y a eu un certain nombre de rapports de présence
relative de phage, dans des expériences a petite échelle, qui ont pour résultat une réduction
de la croissance des plantes ou une réduction de la teneur en azote des plantes (Ahamd,
et Morgan., 1994 ; Johnson., 1994; Hammad.,1998 ) .

Dans notre étude, apres isolement et enrichissement des phages, nous avons enregistré
une réaction positive vis-a-vis a la sensibilité des isolats : B9, G11, T9, B3, B17, T5, S10
au bacteriophages isolée du sol du site Salah Salah Salah qui va étre révélée par la présence
des plages de lyses. La figure suivante présente bien la formation des plages de lyse suite
a une infection des bactéries par des bactériophages lytiques (figure 36).

Figure 36: Résultat de la sensibilité des bactéries aux phages ; a droite absence des
plages de lyse(B9), a gauche présence des plages de lyses.
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Anupama etal.,(2015) trouvent que I’espéce bactérienne R. gallicum nodulant
la légumineuse Vicia cracca est seulement étre lysée par un seul bacterioghage du genre
Siphoviridae d’ou I’identification de cette bactérie par ce dernier (Patel etal., 1985).

Par ailleurs, Kleczkowskietal(1953)ont démontré que les rhizobium peuvent étre
infectés par plus d’un bactériophage. Dhar etal (1993) démontrent cette caractéristique
avec la souche Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli dont la présence de deux phages
H2V et H3V.

5. Test de nodulation

Apres 4-5 jours d’incubation a I’obscurité, la germination des graines est observée
avec succes. Dés que les radicelles atintent une longueur de 2-3 cm, les graines sont plantées
dans les jarres(Figure 37-a).

Le test de nodulation aboutit & un bon résultat : la formation des nodules indique que
nos isolats sont infectifs . Cette formation confirme également la relation symbiotique entre

la plante héte et le micro-symbiont qui est une relation spécifique (figure 37-b).

‘r:a\zﬁ o

P U\ SEEOE
Figure 37: Test de nodulation : (a) le dispositif du test de nodulation, (b) racine de Phaseolus
coccineus nodulée par T8, (c) racine de Phaseolus coccineus nodulée par S11, (d) racine de
P.vulgaris nodulée par B8
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Aprés dix semaines dans une chambre bactériologiquement contrdlée (figure 38-a),
ce test montre I'aptitude des isolats de former des nodules sur les racines des deux
IégumineusePhaseolus coccineus et Phaseolus vulgaris (figure 38-b, c, et d) de tailles varie
entre 1a 6mm généralement en forme de grappe de raisin avec une couleur blanche(Tableau 3)
Alors que la couleur rose ou rouge indique la présence d’une hémoglobine (Riah.,2014)

(figure 39 )

qulun,mq

L

Figure 38: a-nodule sous forme de grappe b- prendre de mesure d’un nodule formé.

L’isolement des bactéries, leur caractérisation culturale et biochimique(production
d’enzymes nécessaires a la nodulation) ainsi que 1’établissement de 1’effet de nodulation font
prouver I’appartenance de ces derniéres(bactéries) au genre Rhizobium(Vaishali., et al.,
2014).

~ y.

Figure 39: différence de couleur entre un nodule et un autre issu d’un test de nodulation
in vitro.

Par ailleurs, en Brézil, des études montrent que la légumineuse, Phaseolus lunatus
peut établir des symbioses avec plusieurs genres rhizobials notamment les genres : rhizobium,
Mezorhizobium, Bradyrhizobium, et Sinorhizobium, ce qui signifie une grande diversité

génétique des bactéries nodulant cette légumineuse ( Santos etal 2008) , contrairement
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au Ormeno-Orrillo etal(2007) qui déduisent que la méme légumineuse est nodulée

uniquement par le genre rhizobium et rarement par le genre Sinorhizobium.

Tableau 6: Nombre et caractéristique des nodules produit par les plantes les deux
variétés de la légumineuse

Isolat Nombre de nodules Couleur des nodules | La taille des nodules

Z1 07 nodules blanc 1.7-2.1

z2 02 nodules Blanc 1.5-3.5 mm
Z5 11 nodules Blanc 1.5-2.5 mm
29 8nodules Blanc 1-2.5 mm
211 5nodules Blanc 1.5-3mm
B8 16 nodules Blanc 1-6 mm
B10 23 nodules Blanc 1.5-2.5 mm
B 12 15nodules Blanc 1-2 mm
B21 4 nodules Blanc 1-4 mm
S3 2 nodules Blanc 2.2-2.5mm
S8 7 nodules Blanc 0.5-1.5 mm
S9 8 nodules Blanc 2.5-3.5mm
S11 42 nodules Blanc 1-6 mm

T5 17 nodules Blanc 1-3.5 mm
T8 13 nodules Blanc 1.5-6 mm
T18 10 nodules Blanc 4-5.7 mm
G3 Des pallettes Blanc /
G4 3 nodules Blanc 2-4.8 mm
G5 1 nodule Blanc 2mm

Aussi, en Tunisie, Mhamdi et al (2002) ont montré que P. vulgaris est nodulée par une
diversité d'espéces, y compris Rhizobium gallicum, R. leguminosarumByvs. Phaseoli et viciae,
R. etli, R. giardinii, Sinorhizobium Fredii, S. meliloti et S. medicae .

Yadegarietal (2008) a trouvé que pour bien améliorer le rendement des haricots
notamment chez I’espéce Phaseolus vulgaris, il faut qu’il y aura une co-inoculation de la
plante par des bactéries rhizobiennes et d’autres souches rhizobium favorisant la croissance

des plantes(PGPR).
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6. Caracterisation génotypique des isolats

Les comités internatioauxprésidés par Wayne(1987)et Starckebandt(2002)ne se basent
pas pour la définition d’une espéce sur des critéres phenotypiques .Toutefois, ils demandent
que ces critéres soient pris en compte lorsqu’il s’agit de donner un nom a une espéce.

Les genes ribosomaux sont présents chez tous les organismes, et possedent la méme fonction
vitale : la synthése protéique. Ces caractéristiques font des ribosomes d’excellents candidats
d’¢études pour les taxonomistes. En effet ces molécules possédent un niveau d’évolution assez
élevé pour assurer une variabilité entre les différentes especes ; mais avec un degré
de conservation suffisant pour assurer que ces différences correspondent a des catégories
taxonomiques stables comme les genres et les especes. Parmi tout les ARN ribosomaux seul

le gene ARNr16S remplis ces deux caractéristiques(Peix et al., 2009).
6.1. Amplification de ’ADN génomique

Amplification de I’ADN génomique des 86 souches isolées de la 1égumineuse du genre
Phaseolus a révélé I’existance d’une bande unique de taille 1500 pb. La taille de la bande a été

visualisée en utilisant un marqueur de taille de 1 Kb (Figure 40).

BsSy Z,Gs T SiZuu G, M
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Figure 40: Profil electrophorétique de ’ADN génomique des isolats

79



Chapitre 3 : Résultats et discussion

6.2. PCR de PADNTr 16S

Les produits del’amplification de ’ADNr 16 S par PCR donne une bande de 1500 pb
d’environ ce qui est conforme aux résultats des travaux de Weisburg etal (1991) et ceux de
Laguerre etal(1994) (Figure 41).

74 71 72 B8 B3 G4  T8G9T10S4S11M

Y PP Y H:

500

Figure 41: Profil électrophorétique du produit PCR des isolats ndulant la Iégumineuse
du genre Phaseolus.

L’analyse des séquences nucléotidique de la souche infective T8 fait apparaitre
I’appartenance de cette derniere a 1’espece Bacillus subtilis avec une similitude de 98%.
Par ailleurs, Merckey(1999) a expliqué que la coéxistance du genre Bacillus au sein des
nodules, a la faculté de produire des spores lorsque les conditions de croissance ne lui sont
pas favorables et eut également produire des antibiotiques contre les autres micro-organismes
coéxistants .Donc ce dernier est particulierement a un poucoir compétitif, ce qui fait expliquer
sa présence dans un nodule.

Séquence appelée « 10 » du fragment T8 a I’aide du primer rD1 :

ACGAATTCACCCCATCATCTGTCCCACCTTCGGCGGCTGGGTCCTAAAAGGTTAC
CTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAG
GCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGC
TTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTGAGAACAGATTTGTGGGATT
GGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAG
CCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTTCTCCGTTTGGT
CACCGGCGGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGACTAAGATCAAGGGTTG
GGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCA
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Bacillus subtilis strain ITBCCl 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: gbIK“ﬂ115537.1|Length: 1467Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 1040 to 1460GenBankGraphics

Alignmentstatistics for match #1

Score Expect Identities Gaps
719 bits(389) 0.0 411/421(98%) 3/421(0%)
Query 1 ACGAATTCACCCCA-TCATCTGTCCCACCTTCGGCGGCTGGGTCCTAAAAGGTTACCTCA 59

Sbjct 1460 ACGAATTCACCCCAATCATCTGTCCCACCTTCGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCTCA 1401

Query 60 CCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAA 119

Sbjct 1400 CCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAA 1341

Query 120 CGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAG 179

FErrrrrrrrerrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1340 CGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAG 1281

Query 180 TTGCAGACTGCGATCCGGACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTC 239

FErrrrrrrrerrr et rerr e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1280 TTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTC 1221

Query 240 GCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATG 299

FErrrrrrrrerrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1220 GCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATG 1161

Query 300 ATTTGACGTCATCCCCACCTTTCTCCGTTTGGTCACCGGCGGTCACCTTAGAGTGCCCAA 359

FErrrrrrrrrrrr e e ceer e e rrr e et e e e e e
Sbjct 1160 ATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAA 1101

Query 360 CTGAATGCTGG--ACTAAGATCAAGGGTTGGGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTC 417

R
Sbjct 1100 CTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTC 1041

Query 418 A 418

\
Sbjct 1040 A 1040

Figure 42: Alignement de la souche T8 avec la sequence de Bacillus subtilis
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Conclusion et Perspectives

Dans cette étude nous avons essayé d'identifier des bactéries isolees a partir
des nodules de la Iégumineuse Phaseolus coccineus et Phaseolus vulgaris cultivées dans cing
régions différentes ; deux régions situées dans I’Est de 1’Algérie ( Mdjez Ammar et Salah
Salah Salah) et trois localisées dans le Nord Est du payé ( Tamalous, Benzouit et Boumaaza)
en présence de deux souches témoin: Mesorhizobium cicer, et Rhizobium sullae. Nous avons
procédé a un isolement et une caractérisation selon les techniques usuelles propres
aux rhizobia.

Les études phénotypiques, notamment la morphologie des colonies sur YMA,
la vitesse de croissance, culture des souches sur milieu YMA RC, la présence d’enzymes
spécifique au processus de nodulation, ....nous laisse supposer que les isolats correspondent

a une description du genre Rhizobium.

La disponibilité des enzymes nécessaires a I'hydrolyse des constituants de la paroi
végetale est testée (cellulase), ainsi que les enzymes en relation avec le processus

de nodulation (pectinase), et avec le métabolisme azoté ( uréase, nitrate-réductase).

Toutes les souches y compris celles de référence sont douées d'une activité uréasique,
polygalacturonique, cellulosique (ces deux derniers sont impliqués dans le processus
infectieux des racines de la Légumineuse par les isolats). Par ailleurs un enzyme impliqué
dans le processus de fixation et transformation de I’azote atmosphérique est retrouvé chez
toutes les souches (Nitrate-réductase). Aussi le test nutritionnel et la tolérance aux facteurs
abiotique font dévoiler une biodiversité entre les isolats.

La prestation symbiotique est concluante étant donné que le test de nodulation en conditions
contr6lées donne de vrais nodules avec une couleur blanche qui signifie probablement
I’absence de I’hémoglobine.

D’autre part, les isolats assurent une réaction positive en les mettant en contact
avec des bactériophages du sol dont on a effectué la collecte des nodules, qui est prouvée
par la présence des plages de lyse et que les interactions hautement spécifiques entre
les bactéries et les Rhizobiophages font ces derniers un excellent marqueur pour
I’identification des isolats.  Aussi nos isolats, dans des conditions bactériologiquement
contrdlées, sont capables d’infecter les racines de plantes en formant une structure

spécialisee nommeés; les nodules et par conséquent, ces bactéries sont cultivables.
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Conclusion et perspectives

Notre étude nous a permis d’identifier nos souches pas seulement selon leurs caractéres
phénotypique mais aussi selon leurs séquence d’ADN. La bactérie T8 isolée a partir
de la légumineuse P.coccineus cultivé dans les sols de Tamalous, Wilaya de Skikda
en utilisant la technique d’identification ADNr 16S, fait distinguer 1’appartenance de cette
derniére a I’espéce Bacillus subtillis.

Bien que, les légumes secs revétent une importance stratégique pour 1’alimentation
surtout humaine, 1’ Algérie souffre toujours d’une production agricole insuffisante, raison pour
laquelle, 1’Algérie devrait promouvoir les recherches visant le développement
et I’amélioration du rendement agricole des légumineuses.

L’ Algérie doit dévier ces investissements vers une production agro-alimentaire pour
fuir la crise économique liée aux hydrocarbures surtout qu’elle possede des capacités
qui lui procurent un épanouissement spectaculaire.

Enfin, dans ce travail de thése, les travaux présentés dans cette étude s’inscrivent dans
le cadre de I’amélioration du rendement agricole du Phaseolus en Algérie par le biais
d’une fixation biologique de 1’azote atmosphérique tout en établissant une symbiose

Rhizobium-légumineuse qui présente un intérét économique et agronomique considérable.
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ANNEXEX



Annexe 1

Fiche technique : La coloration de Gram

L’examen microscopique a une importance majeure lors de la purification, car une
lame homogene, suppose une bonne purification des isolats.
Préparer des frottis a partir des cultures sur YMA, puis colorées selon les étapes suivantes :
-recouvrir la lame de violet de Gentiane, laisser agir 1min,
-chasser le violet de Gentiane par la solution de Lugol, recouvrir la lame de solution de Lugol
et laisser agir 30 secondes,
-incliner la lame et laisser tomber goutte a goutte 1’alcool-acétone.
-rincer a I’eau distillée courante,
-Couvrir la lame d’une solution de Fushine pendant 1 min.

- Laver a I’eau, sécher la lame et observer au microscope a immersion a I’objectif X100.



Annexe - 2

Milieux de Culture

Yeast-Mannitol-Agar (YMA) (Vincent, 1970) (a/h)
K;HPO, 0.5
MgSO47H20 0.2
NaCl 0.1
Mannitol 10
Extrait de levure 0.4
Agar 15
Eau distillée 1000 ml
pH: 6.9

Yeast-Mannitol-Broth : Milieu YMA sans Agar

Yeast-Mannitol-Agar + Rouge Congo : Avant de stériliser le milieu

on rajoute 10ml d’une solution aqueuse de Rouge Congo a 0.25%.

Milieu au Mannitol-Calcium Glycérophosphate(Hofer, 1941) (g/l)

pH :6.8

KNO; 5
NaCl 3.8
MgCl,.6H,0 1.0
KCI 0.16
MgSO,.7H; 0.6
Ca-Glycerophosphate 0.8
Mannitol 20
Tryptone-Yeast-Agar (TY) (Beringer, 1974) (a/l)
Tryptone 10
Extrait de levure 3
CaCl,.6H,0 0.1
Eau distillée 1000 ml



Milieu Minimum Blll(Dazzo, 1984) (a/h

K;HPO, 0.23
MgS0,.7H,0 0.10
Glutamate de Na 1.10
Solution - stock de vitamines” Iml

Solution - stock d’oligoéléments™ 1ml

“Solution-stock de vitamines (mg/I dans tampon Na,HPO,, 0.05M, pH 7.0)

Riboflavine 20
Acide .p-aminobenzoique 20
Acide Nicotinique 20
Biotine 20
Thiamine-HCI 20
Pyridoxine-HCI 20
Panthotenate de Ca 20
Inositol 120
“Solution — stock d’oligoéléments (a/h
CaCl, 5
H3BO3 0.145
FeS0,4.7H,0 0.125
C0S0,4.7H,0 0.070
CuS04.5H,0 0.005
MnCl,.4H,0 0.0043
ZnS0,4.7H,0 0.108
Na;MoO, 0.125
Nitril triacetate 1.000

(Ce dernier n’est rajouté qu’apres avoir ajusté le pH a 5.0, évitant ainsi une précipitation).
Observation: Le sotck-vitamines est stérilisé par filtration (0.22um) et le stock-oligoéléments
par autoclavage).



Milieu Défini 8 (Lindstréom et Lehtomaki, 1988) (g/l)

K;HPO, 0.3
MgS04.7H,0 0.21
Glutamate de Na 1.00
Na,HPO, 0.3
CaCl, 0.11
Solution - stock de vitamines” iml

Solution - stock d’oligoéléments 1ml

“Solution-stock de vitamines (100mg/1)
Acide Nicotinique
Biotine
Thiamine-HCI

Panthotenate de Ca

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

H3BO;3 50
FeS0O,4.7H,0 350
CuS04.5H,0 8
MnS0O,4.4H,0 40
ZnS0,4.7H,0 0.108
Na2Mo0QO,. 2H20 50
CoCl,.6H,0 50

pH 6.8



Solution McKnight : Solution des macroéléments

“Stock- microéléments

Solution de Fahreus :

Annexe -3

Solutions nutritives

CaSO,4
MgS0,4.7H,0
KH,PO,

KCI

FeCls

Eau distillée

Stock-microéléments”
pH :6.8-7.0

MnSQO,4.H,O
H3BO3
ZnS04.7H,0
MnCl,.4H,0
CuS0,4.5H,0
NaMoO,.H,0O
C0S0,4.7H,0

Eau distillée

Macroéléments

CaCl,
MgS0O,.7H,0
KH,PO,
Na,PO,4.2H,0
Citrate ferrique

Eau distillée

Stock-microéléments”
pH 6.8-7.0

(9/l)

24

4

4

4

0.20
1000ml

Imi

(/)
1.54
2.80
0.22
2.49
0.08
0.021
0.286
1000ml

9/
0.100
0.120
0.100
0.100
0.005
1000 ml
iml



“Stock-microéléments

H3BO3
MnS0O,4.4H,0
ZnS0,4.7H,0
CuS04.5H,0
NaMo00,.2H,0

(9/l)

2.86
2.03
0.22
0.08
0.14



Annexe-4

Mesure de la Densité Optigue (DOyen0)

- Influence des facteurs abiotiques

Mesure de la DO de la croissance des isolats provenant des différents sites
a différents Ph

pH e | G1 G3 G4 G5 G6 G10 |G11 |G13 |G15 |Gl6
4 0,263 | 0,004| 0,482| 0,475| 0,394| 0,526 | 0,231] 0,344 | 0,326 | 0,244
4,5 0,394| 0,019 0,356 | 0,422| 0,498 | 0,347| 0,374/ 0,369 | 0,301 | 0,374
5 0,485] 0,658 | 0,671| 0,631| 0,547] 0,540| 0,648 0,522| 0,480 | 0,658
5,5 0,417] 0,238 0,563 | 0,345| 0,262 | 0,376| 0,413| 0,349 | 0,428 | 0,564
5,8 0,314| 0,473| 0,389 | 0,405| 0,386 | 0,289 | 0,447 | 0,352 | 0,302 | 0,316
6,8 0,342 | 0,052 | 0,426 | 0,463 | 0,444] 0,408 | 0,353 | 0,368 | 0,336 | 0,432
7,8 0,485]| 0,035| 0,417| 0,399| 0,445| 0,393 | 0,343 | 0,369 | 0,334 | 0,346
8,8 0,617| 0,086| 0,506| 0,471| 0,275] 0,462 | 0,487 | 0,474| 0,600 0,268
9,8 0,366 | 0,042 | 0,412| 0,411| 0,422 | 0,378| 0,357| 0,361 | 0,395| 0,271
10 0,492] 0,097| 0,518| 0,541 | 0,555] 0,522| 0,447| 0,54] 0,582 | 0,588
11 0,481] 0,031| 0,533| 0,472| 0,461| 0,511 0,495| 0,504 | 0,463 | 0,422

pH ouche B3 B4 B5 B6 B8 B10 | B12 | B15 | B19 | B21

4 0,031 ] 0,234 1 0,024 | 0,635 | 0,024 | 0,084 | 0,061 | 0,015 | 0,011 | 0,021
4,5 0,054 | 0,304 | 0,061 | 0,462 | 0,042 | 0,109 | 0,151 | 0,037 | 0,033 | 0,053
5 0,072 10,311 0,098 | 0,363 | 0,096 | 0,131 | 0,184 | 0,059 | 0,059 | 0,088

55 0,201 0,351 0,136 | 0,325 | 0,185 | 0,296 | 0,381 | 0,187 | 0,094 | 0,123

5,8 0,283 | 0,605 | 0,158 | 0,296 | 0,231 | 0,343 | 0,402 | 0,227 | 0,135 | 0,164

6,8 0.408 | 0,231 ] 0,023 | 0,267 | 0,114 | 0,044 | 0,071 | 0,064 | 0,008 | 0,044

7,8 0,432 | 0,463 | 0,384 | 0,485 | 0,209 | 0,445 | 0,375 | 0,387 | 0,154 | 0,153

8,8 0,162 | 0,442 | 0,297 | 0,434 | 0,281 | 0,405 | 0,298 | 0,369 | 0,512 | 0,254

9,8 0,106 | 0,445 | 0,26 | 0,346 | 0,254 | 0,382 | 0,228 | 0,301 | 0,158 | 0,131

10 0,073 | 0,296 | 0,231 | 0,281 | 0,105 | 0,235 | 0,141 | 0,172 | 0,113 | 0,067

11 0,058 | 0,494 | 0,056 | 0,549 | 0,056 | 0,021 | 0,044 | 0,048 | 0,019 | 0,081




pH ace | 81 S2 S3 S5 S7 S8 S9 S11 | S13 | S14
4 0,012 | 0,005 | 0,015 | 0,018 | 0,288 | 0,003 | 0,003 | 0,007 | 0,017 | 0,007
4,5 0,028 | 0,178 | 0,081 | 0,041 | 0,324 | 0,105 | 0,009 | 0,018 | 0,245 | 0,087
5 0,069 10,199 | 0,186 | 0,093 | 0,418 | 0,212 | 0,021 | 0,033 ] 0,221 | 0,121
5,5 0,095 | 0,252 | 0,253 | 0,135 | 0,453 | 0,262 | 0,125 | 0,068 | 0,325 | 0,251
58 0,124 10,284 | 0,292 | 0,188 | 0,531 | 0,551 | 0,154 | 0,126 | 0,384 | 0,281
6.8 0,029 | 0,035 | 0,009 | 0,004 | 0,346 | 0,074 | 0,0152 | 0,136 | 0,087 | 0,123
7,8 0,211]0,322 /0,319 | 0,301 | 0,53 | 0,302 | 0,201 | 0,363 | 0,418 | 0,322
8,8 0,121 0,183 | 0,149 | 0,177 | 0,376 | 0,215 | 0,102 | 0,159 | 0,283 | 0,305
9,8 0,029 | 0,212 | 0,021 | 0,097 | 0,389 | 0,202 | 0,098 | 0,015 | 0,457 | 0,026
10 0,034 1 0,085 | 0,056 | 0,149 | 0,471 | 0,142 | 0,112 | 0,182 | 0,146 | 0,122
11 0,112 | 0,094 | 0,071 | 0,133 | 0,452 | 0,241 | 0,148 | 0,013 | 0,079 | 0,038
pH e | Z1 Z2 Z4 Z6 Z8 | Z10 | Z12 | Z14 | Z16 | Z17
4 0,004 | 0,065 | 0,379 | 0,004 | 0,006 | 0,085 | 0,006 | 0,514 | 0,524 | 0,524
4,5 0,287 | 0,095 | 0,555 | 0,098 | 0,064 | 0,132 | 0,012 | 0,577 | 0,591 | 0,562
5 0,506 | 0,132 1 0,593 | 0,309 | 0,441 | 0,472 | 0,308 | 0,624 | 0,613 | 0,585
5,5 0,664 | 0,392 | 0,601 | 0,424 | 0,683 | 0,638 | 0,491 | 0,648 | 0,646 | 0,601
5,8 0,589 10,4491 0,705 | 0,472 | 0,427 | 0,365 | 0,407 | 0,675 | 0,646 | 0,665
6,8 0,455 | 0,373 | 0,906 | 0,497 | 0,397 | 0,319 | 0,401 | 0,951 | 0,668 | 0,589
7,8 0,422 | 0,203 | 0,886 | 0,78 | 0,225 | 0,302 | 0,243 | 0,735 | 0,554 | 0,495
8,8 0,284 | 0,146 | 0,854 | 0,258 | 0,162 | 0,284 | 0,154 | 0,657 | 0,521 | 0,424
9,8 0,175/0121| 0,58 | 0,24 | 0,231 | 0,211 | 0,104 | 0,477 | 0,494 | 0,164
10 0,141 10,102 | 0,445 0,121 | 0,104 | 0,105 | 0,081 | 0,423 | 0,413 | 0,128
11 0,103 | 0,062 | 0,383 | 0,091 | 0,061 | 0,087 | 0,006 | 0,386 | 0,345 | 0,062
pH we | T1 T3 T5 T7 T8 | T10 | T13 | T15 | T16 | T18
4 0,011 ] 0,59 | 0,482 | 0,015 0,009 | 0,014 | 0,006 | 0,016 | 0,485 | 0,002
4,5 0,025 | 0,425 | 0,575 0,054 | 0,017 | 0,325 | 0,091 | 0,045 | 0,533 | 0,015
5 0,081 | 0,531 ] 0,542 | 0,148 | 0,166 | 0,367 | 0,158 | 0,081 | 0,565 | 0,229
5,5 0,303 | 0,504 | 0,574 | 0,335 | 0,423 | 0,406 | 0,197 | 0,112 | 0,598 | 0,475
5,8 0,370 0,532 | 0,623 | 0,358 | 0,486 | 0,459 | 0,369 | 0,161 | 0,601 | 0,384
6,8 0,638 | 0,596 | 0,566 | 0,574 | 0,695 | 0,584 | 0,395 | 0,209 | 0,621 | 0,355
7,8 0,460 | 0,626 | 0,533 | 0,493 | 0,606 | 0,612 | 0,204 | 0,206 | 0,642 | 0,322
8,8 0,363 | 0,862 | 0,782 | 0,402 | 0,503 | 0,438 | 0,105 | 0,309 | 0,689 | 0,202
9,8 0,333 | 0,43 | 0,505 0,251 | 0,356 | 0,285 | 0,083 | 0,206 | 0,442 | 0,191
10 0,319 0,201 0,439 | 0,114 | 0,282 | 0,256 | 0,052 | 0,025 | 0,358 | 0,152
11 0,006 | 0,015 | 0,279 | 0,072 | 0,204 | 0,156 | 0,008 | 0,005 | 0,125 | 0,064




Mesure de la DO de la croissance des isolats des différents sites a différentes

concentration de NaCl

Nacl T1 |T3 |T5 T7 |T8 T10 |T13 |T15 |Ti6 |T18 |A6 Mez
20mM 0.210]0.255|0.226 | 0.240 | 0.214 ]0.251]0.321|0.339|0.295]0.251 | 0.228 | 0.533
40mM 0.183|0.214]0.197 [ 0.210]0.186 |0.214|0.218|0.224 | 0.226|0.212 | 0.203 | 0.311
200mM | 0.087[0.098]0.092 | 0.095]0.089 |0.096|0.099|0.112|0.108|0.117 | 0.096 | 0.174
400mM | 0.028|0.021 | 0.026 | 0.026 | 0.018 |0.024|0.024|0.024|0.24 |0.018 | 0.053]0.051
1M 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 |0.000|0.000|0.000|0.00 |0.00 |0.001|0.000
Nacl B3 B4 B5 B6 B8 | B10 | B12 | B15 | B19 | B21 | A6 | Mez
20mM 0.375 | 0.356 | 0.223 [0.395 | 0.176 |0.301 [0.336 | 0.240 | 0.031)0.025 | 0.228 | 0.533
40mM 0.340 |0.307 |0.009 |0.375 |0.016 |0.349 |0.316 |0.017 |0.015|0.032 |0.203 |0.311
200mM 0.011 | 0.014 |0.017 |[0.008 | 0.008 |0.006 |0.019 | 0.003 | 0.003|0.014 | 0.096 |1.174
400mM 0.004 |0.010 |0.005 | 0.000 |0.006 |0.001 | 0.000 |0.000 |0.000|0.010 |0.053|0.051
M 0.000 | 0.000 | 0.00 |0.000 |0.000 |0.000 |0.000 |0.000 |0.000 | 0.000 |0.0010.000
Nacl Z1 | Z2 Z4 Z6 Z8 | Z10 | Z12 | Z14 | Z16 | Z17 | A6 | Mez
20mM 0.849|0.801|0.777[0.844 | 0.208 | 0.140|0.006 | 0.012 | 0.754 | 0.680 | 0.228 | 0.533
40mM 0.716/0.783|0.859 | 0.811 | 0.770 | 0.246]0.014 | 0.005 | 0.837| 0.701 | 0.203 | 0.311
200mM 0.053|0.077]0.038 | 0.053 | 0.061 | 0.045|0.018|0.062 | 0.021 ] 0.190 | 0.096 | 1.174
400mM 0.024|0.030|0.027 | 0.033 | 0.032 | 0.029]0.014|0.042 | 0.015] 0.039 | 0.053 | 0.051
1M 0.006| 00 |0.009[0.011] 0.013 |0.012|0.002|0.000 | 0.000| 0.000 | 0.001 | 0.000
Nacl Sl S2 S3 S5 S7 S8 S9 | S11 | S13 | S14 | A6 | Mez
20mM 0.84910.771]0.792 | 0.825|0.816 |0.012]0.017|0.795|0.811|0.422 | 0.228 | 0.533
40mM 0.701|0.672]0.755[0.627 | 0.621 |0.004|0.010|0.583|0.611)0.048 | 0.203 | 0.311
200mM 1 0.02410.021]0.018 | 0.048 | 0.015 | 0.002]0.009|0.023|0.0270.021 | 0.096 |0.174
400mM | 0.0110.020|0.08 |0.060|0.015 |0.000|0.001]0.015|0.017|0.021 | 0.053|0.051
1M 0.005|0.007]0.001 | 0.003]0.004 |0.000|0.000]0.000|0.000]0.007 |0.001|0.000
Nl Gl | G3 | G4 | G5 G6 | G10 | G11 | G13 | G15 | G16 | A6 | Mez
20mM 0.644|0.522]0.827[0.548 | 0.467 | 0.901|0.439|0.934|0.831 | 0.536 | 0.228 | 0.533
40mM 0.27410.277]0.702 | 0.247 | 0.230 | 0.599]0.214|0.824|0.803 | 0.075 | 0.203 | 0.311
200mM | 0.012|0.104|0.346 | 0.029 | 0.033 | 0.374|0.021|0.358 | 0.402| 0.039 | 0.096 | 0.174
400mM | 0.004|0.000| 0.244 | 0.006 | 0.031 | 0.239/0.017]0.014|0.030 | 0.011 | 0.053 | 0.051
1M 0.000 | 0.000 | 0.044 | 0.000 | 0.000 | 0.008|0.000 |0.000|0.005|0.001 | 0.001|0.000




- Source d’azote (Acides aminés)

Acides: Aminss e B3 B4 B5 B6 B8 B10 | Bi12 B15 | B19 | B21 A6 Mez

Sans A-A | 0,095 | 0,125 | 0,095 | 0,061 | 0,034 | 0,248 | 0,085 | 0,111 | 0,053 | 0,050 | 0.205 | 0.351

Leucine 0,025 | 0,048 | 0,025 | 0,018 | 0,032 | 0,021 | 0,042 | 0,021 | 0,025 | 0,085 | 0.246 | 0.588

Serine 0,224 1 0,228 | 0,294 | 0,282 | 0,238 | 0,084 | 0,452 | 0,301 | 0,246 | 0,236 | 0.265 | 0.425

Proline 0,026 | 0,026 | 0,102 | 0,132 | 0,102 | 0,048 | 0,136 | 0,195 | 0,028 | 0,121 | 0.523 | 0.587

Cystéine 0,324 1 0,126 | 0,394 | 0,416 | 0,404 | 0,083 | 0,325 | 0,315 | 0,304 | 0,416 | 0.448 | 0.598

Alanine 0,266 | 0,172 | 0,366 | 0,228 | 0,228 | 0,096 | 0,336 | 0,175 | 0,218 | 0,226 | 0.334 | 0.577

Lysine 0,147 |1 0,074 | 0,085 | 0,88 | 0,109 | 0,109 | 0,102 | 0,028 | 0,088 | 0,058 | 0.276 | 0.345

Méthionine | 0,062 | 0,065 | 0,248 | 0,096 | 0,235 0,085 | 0,111 | 0,045 | 0,038 | 0,059 | 0.102 | 0.423

Isoleucine | 0,012 | 0,021 | 0,019 | 0,015 | 0,016 | 0,018 | 0,019 | 0,09 | 0,018 | 0,015 | 0.557 | 0.572

Asparagine | 0,054 | 0,028 | 0,036 | 0,052 | 0,084 | 0,014 | 0,056 | 0,049 | 0,040 | 0,049 | 0.635 | 0.771

Acide-glut | 0,032 | 0,026 | 0,025 | 0,041 | 0,029 | 0,022 | 0,023 | 0,039 | 0,035 | 0,028 | 0.263 | 0.633

Tyrosine 0,578 | 0,572 | 0,638 | 0,362 | 0,265 | 0,689 | 0,346 | 0,668 | 0,666 | 0,656 | 0.376 | 0.457

Histidine 0,351 | 0,715 | 0,922 | 0,232 | 0,978 | 0,418 | 0,891 | 0,701 | 0,985 | 0,998 | 0.741 | 0.650

Phényle-ala | 0,163 | 0,474 | 0,183 | 0,136 | 0,124 | 0,120 | 0,108 | 0,183 | 0,108 | 0,125 | 0.205 | 0.682

Thréonine | 0,078 | 0,011 | 0,015 | 0,021 | 0,019 | 0,301 | 0,028 | 0,012 | 0,022 | 0,031 | 0.103 | 0.346

Glycine 0,008 | 0,009 | 0,008 | 0,045 | 0,008 | 0,021 | 0,008 | 0,009 | 0,009 | 0,007 | 0.272 | 0.665

Tryptophane | 0,144 | 0,242 | 0,187 | 0,111 | 0,143 0,176 | 0,105 | 0,204 | 0,135 | 0,163 | 0.165 | 0.323

Acides. Amines 2 Gl G3 G4 G5 G6 | G10 | G11 | G13 | G15 | G116 A6 Mez

Sans A-A | 0,053 | 0,063 | 0,071 | 0,056 | 0,064 | 0,042 | 0,051 | 0,051 | 0,055 | 0,052 | 0.205 | 0.351

Leucine 0,201 | 0,053 | 0,045 | 0,022 | 0,074 | 0,097 | 0,156 | 0,067 | 0,111 | 0,112 | 0.246 | 0.588

Serine 0,287 | 0,169 | 0,262 | 0,251 | 0,295 | 0,256 | 0,292 | 0,272 | 0,287 | 0,245 | 0.265 | 0.425

Proline 0,290 | 0,218 | 0,226 | 0,248 | 0,491 | 0,227 | 0,329 | 0,244 | 0,885 | 0,581 | 0.523 | 0.587

Cystéine 0,333 | 0,061 | 0,162 | 0,181 | 0,149 | 0,242 | 0,162 | 0,131 | 0,136 | 0,104 | 0.448 | 0.598

Alanine 0,153 | 0,228 | 0,203 | 0,148 | 0,506 | 0,245 | 0,271 | 0,301 | 0,341 | 0,295 | 0.334 | 0.577

Lysine 0,058 | 0,023 | 0,036 | 0,031 | 0,058 | 0,035 | 0,062 | 0,049 | 0,042 | 0,037 | 0.276 | 0.345

Méthionine | 0,069 | 0,087 | 0,046 | 0,058 | 0,031 | 0,053 | 0,067 | 0,058 | 0,059 | 0,071 | 0.102 | 0.423

Isoleucine | 0,062 | 0,035 | 0,063 | 0,049 | 0,036 | 0,041 | 0,034 | 0,044 | 0,037 | 0,053 | 0.557 | 0.572

Asparagine | 0,301 | 0,275 | 0,322 | 0,259 | 0,294 | 0,241 | 0,361 | 0,222 | 0,292 | 0,403 | 0.635 | 0.771

Acide-glut | 0,039 | 0,009 | 0,008 | 0,009 | 0,005 | 0,004 | 0,007 | 0,151 | 0,212 | 0,102 | 0.263 | 0.633

Tyrosine 0,091 | 0,062 | 0,075 | 0,071 | 0,087 | 0,085 | 0,092 | 0,087 | 0,158 | 0,113 | 0.376 | 0.457

Histidine 0,247 | 0,021 | 0,061 | 0,037 | 0,308 | 0,061 | 0,338 | 0,246 | 0,269 | 0,225 | 0.741 | 0.650

Phényle-ala | 0,059 | 0,021 | 0,013 | 0,067 | 0,049 | 0,014 | 0,038 | 0,051 | 0,024 | 0,035 | 0.205 | 0.682

Thréonine | 0,035 | 0,008 | 0,009 | 0,005 | 0,054 | 0,008 | 0,026 | 0,009 | 0,008 | 0,062 | 0.103 | 0.346

Glycine 0,048 | 0,044 | 0,038 | 0,052 | 0,075 | 0,089 | 0,045 | 0,074 | 0,062 | 0,079 | 0.272 | 0.665

Tryptophane | 0,101 | 0,061 | 0,063 | 0,064 | 0,098 | 0,071 | 0,111 | 0,442 | 0,074 | 0,078 | 0.165 | 0.323




Acides: Aminss e Z1 Z2 Z4 Z6 Z8 | Z10 | Z12 Z14 | Z16 | Z17 A6 Mez
Sans A-A | 0,032 | 0,043 | 0,018 | 0,028 | 0,028 | 0,059 | 0,022 | 0,018 | 0,026 | 0,014 | 0.205 | 0.351
Leucine 0,112 | 0,052 | 0,044 | 0,086 | 0,071 | 0,498 | 0,094 | 0,126 | 0,082 | 0,034 | 0.246 | 0.588
Serine 0,308 | 0,328 | 0,480 | 0,244 | 0,280 | 0,021 | 0,298 | 0,724 | 0,286 | 0,066 | 0.265 | 0.425
Proline 0,154 | 0,446 | 0,288 | 0,248 | 0,088 | 0,156 | 0,138 | 0,188 | 0,302 | 0,169 | 0.523 | 0.587
Cystéine 0,434 | 0,350 | 0,326 | 0,320 | 0,376 | 0,432 | 0,138 | 0,392 | 0,316 | 0,086 | 0.448 | 0.598
Alanine 0,260 | 0,318 | 0,316 | 0,274 | 0,314 | 0,266 | 0,156 | 0,272 | 0,232 | 0,059 | 0.334 | 0.577
Lysine 0,162 | 0,066 | 0,214 | 0,194 | 0,226 | 0,266 | 0,051 | 0,251 | 0,122 | 0,089 | 0.276 | 0.345
Méthionine | 0,284 | 0,172 | 0,314 | 0,228 | 0,110 | 0,218 | 0,066 | 0,122 | 0,145 | 0,049 | 0.102 | 0.423
Isoleucine | 0,025 | 0,022 | 0,024 | 0,014 | 0,032 | 0,026 | 0,021 | 0,024 | 0,028 | 0,052 | 0.557 | 0.572
Asparagine | 0,032 | 0,032 | 0,044 | 0,044 | 0,048 | 0,054 | 0,041 | 0,054 | 0,048 | 0,028 | 0.635 | 0.771
Acide-glut | 0,008 | 0,009 | 0,048 | 0,007 | 0,008 | 0,058 | 0,006 | 0,112 | 0,028 | 0,045 | 0.263 | 0.633
Tyrosine 0,064 | 0,124 | 0,122 | 0,131 | 0,126 | 0,078 | 0,684 | 0,701 | 0,676 | 0,676 | 0.376 | 0.457
Histidine 0,166 | 0,099 | 0,168 | 0,122 | 0,064 | 0,078 | 0,046 | 0,076 | 0,085 | 0,069 | 0.741 | 0.650
Phényle-ala | 0,145 | 0,259 | 0,325 | 0,421 | 0,401 | 0,177 | 0,169 | 0,265 | 0,346 | 0,174 | 0.205 | 0.682
Thréonine | 0,445 | 0,388 | 0,465 | 0,044 | 0,041 | 0,036 | 0,029 | 0,038 | 0,019 | 0,035 | 0.103 | 0.346
Glycine 0,088 | 0,084 | 0,074 | 0,091 | 0,072 | 0,077 | 0,062 | 0,069 | 0,046 | 0,033 | 0.272 | 0.665
Tryptophane | 0,218 | 0,111 | 0,178 | 0,129 | 0,169 | 0,112 | 0,206 | 0,168 | 0,132 | 0,113 | 0.165 | 0.323
Acides- Amings T1 T3 T5 T7 T8 | T10 | T13 T15 | Ti6 | T18 A6 Mez
Sans A-A_ | 0,071 | 0,072 | 0,064 | 0,081 | 0,064 | 0,091 | 0,078 | 0,069 | 0,059 | 0,202 | 0.205 | 0.351
Leucine 0,009 | 0,010 | 0,011 | 0,008 | 0,012 | 0,012 | 0,015 | 0,019 | 0,009 | 0,075 | 0.246 | 0.588
Serine 0,016 | 0,203 | 0,175 | 0,018 | 0,015 | 0,029 | 0,016 | 0,011 | 0,012 | 0,09 | 0.265 | 0.425
Proline 0,025 | 0,388 | 0,172 | 0,032 | 0,022 | 0,021 | 0,065 | 0,031 | 0,079 | 0,068 | 0.523 | 0.587
Cystéine 0,029 | 0,285 | 0,165 | 0,018 | 0,029 | 0,041 | 0,059 | 0,029 | 0,024 | 0,019 | 0.448 | 0.598
Alanine 0,011 | 0,248 | 0,025 | 0,011 | 0,014 | 0,015 0,015 | 0,014 | 0,019 | 0,021 | 0.334 | 0.577
Lysine 0,015 | 0,081 | 0,022 | 0,011 | 0,274 | 0,178 | 0,019 | 0,061 | 0,012 | 0,014 | 0.276 | 0.345
Méthionine | 0,268 | 0,286 | 0,206 | 0,665 | 0,166 | 0,338 | 0,215 | 0,079 | 0,081 | 0,116 | 0.102 | 0.423
Isoleucine | 0,068 | 0,045 | 0,032 | 0,025 | 0,021 | 0,022 | 0,023 | 0,019 | 0,026 | 0,089 | 0.557 | 0.572
Asparagine | 0,017 | 0,382 | 0,464 | 0,101 | 0,086 | 0,079 | 0,118 | 0,012 | 0,049 | 0,078 | 0.635 | 0.771
Acide-glut | 0,005 | 0,009 | 0,008 | 0,009 | 0,004 | 0,005 | 0,008 | 0,007 | 0,009 | 0,008 | 0.263 | 0.633
Tyrosine 0,009 | 0,068 | 0,048 | 0,051 | 0,028 | 0,049 | 0,019 | 0,045 | 0,019 | 0,039 | 0.376 | 0.457
Histidine 0,128 | 0,058 | 0,056 | 0,105 | 0,052 | 0,074 | 0,101 | 0,042 | 0,063 | 0,099 | 0.741 | 0.650
Phényle-ala | 0,051 | 0,069 | 0,048 | 0,051 | 0,021 | 0,058 | 0,029 | 0,032 | 0,030 | 0,033 | 0.205 | 0.682
Thréonine | 0,002 | 0,008 | 0,009 | 0,008 | 0,004 | 0,007 | 0,003 | 0,004 | 0,006 | 0,001 | 0.103 | 0.346
Glycine 0,006 | 0,021 | 0,042 | 0,009 | 0,008 | 0,005 | 0,038 | 0,029 | 0,008 | 0,012 | 0.272 | 0.665
Tryptophane | 0,314 | 0,021 | 0,012 | 0,009 | 0,013 0,018 | 0,012 | 0,011 | 0,014 | 0,015 | 0.165 | 0.323




Ao ALt S1 S2 S3 S5 S7 S8 S9 S11 S13 S14 A6 Mez
Sans A-A | 0,058 | 0,091 | 0,046 | 0,095 | 0,071 | 0,076 | 0,051 | 0,069 | 0.039 | 0,026 | 0.205 | 0.351
Leucine 0,052 | 0,166 | 0,159 | 0,021 | 0,022 | 0,012 | 0,015 | 0,066 | 0,028 | 0,015 | 0.246 | 0.588
Serine 0,039 | 0,087 | 0,045 | 0,053 | 0,175 0,019 | 0,075 | 0,081 | 0,069 | 0,011 | 0.265 | 0.425
Proline 0,575 | 0,762 | 0,411 | 0,034 | 0,123 | 0,122 | 0,017 | 0,014 | 0,034 | 0,071 | 0.523 | 0.587
Cystéine 0,021 | 0,164 | 0,018 | 0,021 | 0,121 | 0,026 | 0,031 | 0,014 | 0,012 | 0,013 | 0.448 | 0.598
Alanine 0,094 | 0,114 | 0,119 | 0,056 | 0,216 | 0,015 | 0,022 | 0,038 | 0,063 | 0,148 | 0.334 | 0.577
Lysine 0,016 | 0,022 | 0,024 | 0,017 | 0,017 | 0,062 | 0,024 | 0,013 | 0,038 | 0,042 | 0.276 | 0.345
Meéthionine | 0,033 | 0,085 | 0,066 | 0,072 | 0,081 | 0,053 | 0,072 | 0,067 | 0,094 | 0,074 | 0.102 | 0.423
Isoleucine | 0,332 | 0,757 | 0,412 | 0,032 | 0,033 | 0,022 | 0,024 | 0,822 | 0,023 | 0,018 | 0.557 | 0.572
Asparagine | 0,054 | 0,084 | 0,075 | 0,064 | 0,313 | 0,055 | 0,084 | 0,093 | 0,042 | 0,027 | 0.635 | 0.771
Acide-glut | 0,005 | 0,004 | 0,008 | 0,009 | 0,004 | 0,009 | 0,008 | 0,005 | 0,007 | 0,004 | 0.263 | 0.633
Tyrosine 0,042 | 0,072 | 0,042 | 0,024 | 0,091 | 0,086 | 0,048 | 0,074 | 0,211 | 0,042 | 0.376 | 0.457
Histidine | 0,019 | 0,025 | 0,015 | 0,033 | 0,038 | 0,202 | 0,017 | 0,009 | 0,283 | 0,014 | 0.741 | 0.650
Phényle-ala | 0,008 | 0,022 | 0,005 | 0,007 | 0,028 | 0,010 | 0,005 | 0,028 | 0,004 | 0,006 | 0.205 | 0.682
Thréonine | 0,008 | 0,059 | 0,011 | 0,008 | 0,018 | 0,006 | 0,005 | 0,054 | 0,006 | 0,005 | 0.103 | 0.346
Glycine 0,121 |0,0128 | 0,133 | 0,039 | 0,121 | 0,005 | 0,006 | 0,042 | 0,038 | 0,008 | 0.272 | 0.665
Tryptophane | 0,044 | 0,061 | 0,022 | 0,062 | 0,102 | 0,024 | 0,066 | 0,064 | 0,034 | 0,026 | 0.165 | 0.323
-Source de carbone (Sucres)
Sucres Z1 Z2 Z4 Z6 Z8 Z10 Z12 Z14 Z16 Z17 A6 Mez
Glucose 0,438 | 0,484 | 0,358 | 0,272 | 0,320 | 0,876 | 0,960 | 0,530 | 0,540 | 0,558 | 0,785 | 0,905
Galactose 0,622 | 0,606 | 0,484 | 0,378 | 0,320 | 0,368 | 0,248 | 0,366 | 0,340 | 0,488 | 0,844 | 0,811
Fructose 0,690 | 0,658 | 0,574 | 0,536 | 0,510 | 0,472 | 1,040 | 0,650 | 0,710 | 0,656 | 0,322 | 0,455
Arabinose | 0,620 | 0,662 | 0,564 | 0,532 | 0,546 | 0,460 | 0,330 | 0,484 | 0,498 | 0,492 | 0,294 | 0,356
Xylose 1,240 | 1,440 | 1,600 | 1,980 | 1,240 | 1,420 | 1,440 | 0,216 | 1,160 | 1,040 | 0,501 | 0,286
Lactose 0,644 | 0,506 | 0,578 | 0,468 | 0,516 | 0,532 | 1,940 | 0,466 | 0,488 | 0,600 | 0,324 | 0,401
Sucrose 0,776 | 0,684 | 0,682 | 0,388 | 0,538 | 0,624 | 0,496 | 0,354 | 0,612 | 0,710 | 0,326 | 0,422
Maltose 0,556 | 0,624 | 0,544 | 0,49 | 0,470 | 0,518 | 0,780 | 0,594 | 0,394 | 0,416 | 0,299 | 0,198
Inositol 0,478 | 0,334 | 0,384 | 0,372 | 0,422 | 0,432 | 1,980 | 0,388 | 0,376 | 0,330 | 0,568 | 0,758
Citrate Na | 0,200 | 0,52 | 0,644 | 0,476 | 0,718 | 0,692 | 0,480 | 0,670 | 0,650 | 0,700 | 0,149 | 0,089
Sorbitol 0,610 | 0,472 | 0,512 | 0,540 | 0,440 | 0,556 | 0,960 | 0,450 | 0,466 | 0,540 | 0,689 | 0,555




Sucres Gl G3 G4 G5 G6 | G10 | G11 | G13 | G15 | Gl6 A6 Mez
Glucose 1,068 | 1,304 | 0,772 | 1,054 | 1,256 | 0,776 | 1,248 | 1,754 | 1,128 | 1,250 | 0,785 | 0,905
Galactose | 0,490 | 1,552 | 0,758 | 1,496 | 1,310 1,360 | 1,210 | 1,026 | 1,490 | 1,588 | 0,844 | 0,811
Fructose 0,009 | 0,012 | 0,541 | 0,009 | 0,359 | 0,483 | 0,562 | 0,085 | 0,243 | 0,174 | 0,322 | 0,455
Arabinose | 0,016 | 0,398 | 0,076 | 0,368 | 0,038 | 0,078 | 0,042 | 0,028 | 0,346 | 0,024 | 0,294 | 0,356
Xylose 0,328 1 0,381 | 0,473 | 0,458 | 0,463 | 0,522 | 0,541 | 0,588 | 0,582 | 0,482 | 0,501 | 0,286
Lactose 0,370 | 0,504 | 0,512 | 0,534 | 0,688 | 0,570 | 0,704 | 0,520 | 0,648 | 0,544 | 0,324 | 0,401
Sucrose 0.342 | 0,740 | 0,720 | 0,674 | 0,742 | 0,540 | 0,746 | 0,738 | 0,676 | 0,710 | 0,326 | 0,422
Maltose 0,018 | 0,054 | 0,026 | 0,088 | 0,076 | 0,026 | 0,026 | 0,022 | 0,018 | 0,142 | 0,299 | 0,198
Inositol 0,142 | 0,234 | 0,250 | 0,244 | 0,274 (0,342 | 0,632 | 0,248 | 0,252 | 0,242 | 0,568 | 0,758
Citrate Na | 0,270 | 0,536 | 0,546 | 0,636 | 0,6 |0,220| 0,232 | 0,186 | 0,588 | 0,638 | 0,149 | 0,089
Sorbitol 0,358 | 0,590 | 0,518 | 0,566 | 0,610 | 0,154 | 0,588 | 0,474 | 0,474 | 0,582 | 0,689 | 0,555
Suores” T1 T3 T5 T7 T8 | T10 | T13 T15 | T16 | T18 A6 Mez
Glucose 1,872 | 1,134 | 0,980 | 1,158 | 0,844 | 1,364 | 0,448 | 1,086 | 1,078 | 1,522 | 0,785 | 0,905
Galactose | 1,200 | 1,398 | 0,516 | 1,180 | 0,610 | 0,620 | 0,896 | 1,302 | 1,346 | 1,410 | 0,844 | 0,811
Fructose 0,520 | 0,462 | 0,296 | 0,430 | 0,008 | 0,090 | 0,076 | 0,050 | 0,420 | 0,448 | 0,322 | 0,455
Arabinose | 0,360 | 0,304 | 0,318 | 0,404 | 0,334 | 0,356 | 0,322 | 1,740 | 0,084 | 0,478 | 0,294 | 0,356
Xylose 0,026 | 0,311 | 0,275 | 0,261 | 0,264 | 0,281 | 0,254 | 0,301 | 0,277 | 0,265 | 0,501 | 0,286
Lactose 0,656 | 0,628 | 0,608 | 0,640 | 0,686 | 0,476 | 0,806 | 0,712 | 0,690 | 0,792 | 0,324 | 0,401
Sucrose 0,792 | 0,784 | 0,710 | 0,758 | 0,776 | 0,568 | 0,772 | 0,672 | 0,628 | 0,786 | 0,326 | 0,422
Maltose 0,316 | 0,322 | 0,224 | 0,320 | 0,328 | 0,138 | 0,334 | 0,062 | 0,076 | 0,082 | 0,299 | 0,198
Inositol 0,272 | 0,244 | 0,258 | 0,358 | 0,360 | 0,208 | 0,314 | 0,214 | 0,258 | 0,178 | 0,568 | 0,758
Citrate Na | 0,630 | 0,588 | 0,612 | 0,598 | 0,560 | 0,252 | 0,620 | 0,608 | 0,596 | 0,630 | 0,149 | 0,089
Sorbitol 0,612 | 0,646 | 0,644 | 0,590 | 0,628 | 0,478 | 0,614 | 0,606 | 0,600 | 0,630 | 0,689 | 0,555
Suores” Sl S2 S3 S4 S6 S8 S9 S11 S12 | S14 A6 Mez
Glucose 1,556 | 1,486 | 0,778 | 0,504 | 1,548 | 1,046 | 1,768 | 1,588 | 1,568 | 1,202 | 0,785 | 0,905
Galactose | 1,528 | 1,632 | 0,599 | 1,154 | 1,740 1,350 | 1,368 | 1,404 | 1,412 | 1,626 | 0,844 | 0,811
Fructose 0,006 | 0,022 | 0,006 | 0,009 | 0,015 0,009 | 0,028 | 0,028 | 0,011 | 0,09 | 0,689 | 0,555
Arabinose | 0,114 | 0,106 | 0,045 | 0,012 | 0,190 | 0,026 | 0,036 | 0,070 | 0,042 | 0,070 | 0,322 | 0,455
Xylose 0,396 | 0,221 | 0,077 | 0,116 | 0,058 | 0,058 | 0,330 | 0,332 | 0,372 | 0,546 | 0,568 | 0,758
Lactose 0,316 | 0,792 | 0,405 | 0,480 | 0,642 | 0,478 | 0,712 | 0,474 | 0,548 | 0,614 | 0,294 | 0,356
Sucrose 0,806 | 0,820 | 0,342 | 0,790 | 0,562 | 0,728 | 0,780 | 0,716 | 0,704 | 0,764 | 0,501 | 0,286
Maltose 0,286 | 0,330 | 0,033 | 0,014 | 0,242 | 0,028 | 0,110 | 0,270 | 0,188 | 0,062 | 0,149 | 0,089
Inositol 0,402 | 0,334 | 0,168 | 0,326 | 0,364 | 0,420 | 0,304 | 0,244 | 0,306 | 0,286 | 0,299 | 0,198
Citrate Na | 0,644 | 0,470 | 0,322 | 0,494 | 0,620 | 0,626 | 0,592 | 0,632 | 0,658 | 0,628 | 0,326 | 0,422
Sorbitol 0,668 | 0,704 | 0,278 | 0,708 | 0,620 | 0,626 | 0,576 | 0,676 | 0,712 | 0,718 | 0,324 | 0,401




Sucres B3 B4 B5 B6 B8 B10 | Bi12 B15 | B19 | B21 A6 Mez
Glucose 0,416 | 0,072 | 0,436 | 0,434 | 0,550 | 0,198 | 0,404 | 0,424 | 0,434 | 0,386 | 0,785 | 0,905
Galactose | 0,498 | 0,098 | 0,440 | 0,486 | 0,432 | 0,018 | 0,560 | 0,604 | 0,548 | 0,468 | 0,844 | 0,811
Fructose 0,307 | 0,048 | 0,298 | 0,278 | 0,342 | 0,035 | 0,333 | 0,322 | 0,359 | 0,308 | 0,689 | 0,555
Arabinose | 0,668 | 0,198 | 0,580 | 0,644 | 0,748 | 0,128 | 0,718 | 0,604 | 0,656 | 0,072 | 0,322 | 0,455
Xylose 0,512 | 0,220 | 0,462 | 0,600 | 0,572 | 0,290 | 0,590 | 0,590 | 0,554 | 0,340 | 0,294 | 0,356
Lactose 0,598 | 0,216 | 0,596 | 0,652 | 0,646 | 0,164 | 0,610 | 0,646 | 0,666 | 0,676 | 0,501 | 0,286
Sucrose 0,122 | 0,198 | 0,226 | 0,132 | 0,142 | 0,184 | 0,246 | 0,258 | 0,554 | 0,590 | 0,568 | 0,758
Maltose 0,538 | 0,294 | 0,520 | 0,532 | 0,628 | 0,248 | 0,550 | 0,518 | 0,528 | 0,700 | 0,149 | 0,089
Inositol 0,352 | 0,232 | 0,370 | 0,382 | 0,158 | 0,146 | 0,426 | 0,258 | 0,354 | 0,392 | 0,299 | 0,198
Citrate Na | 0,564 | 0,180 | 0,526 | 0,550 | 0,262 | 0,034 | 0,610 | 0,684 | 0,642 | 0,598 | 0,326 | 0,422
Sorbitol 0,612 | 0,242 | 0,606 | 0,642 | 0,606 | 0,344 | 0,198 | 0,620 | 0,748 | 0,638 | 0,324 | 0,401
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Résume : L'association symbiotique légumineuses- Rhizobium est un processus naturel et, donne
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