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Résumé

Notre étude consiste a mettre en évidence I'effet de contraintes abiotiques (la salinité, la
sécheresse et pH) sur la croissance des rhizobiums isolés du nodule de Iégumineuse Medicago
intertexta. Poussant a 1’état spontané dans la willaya de Médéa. Ou la collection est réalisée a partir

de quatre régions déférentes.

Les souches sont cultivées sur milieu YEMA, et caractérisée phénotypiquement par

méthodes : microscopique, macroscopique, biochimique et physiologique.

Nous avons effectué notre étude a la base des trois recherches différentes approuvée au

paravent pour définir la tolérance des souches ainsi les réponses physiologiques adaptatives.

Les souches rhizobiennes étudiées présent une large tolérance face aux conditions hostile de
milieu certain pourrait croitre aux températures extréme jusqu’a 42° C, d’autre tolérent les pH
acide (pH4) et pH alcalins (pH9). En fin quelques isolats supportent jusqu’a 800mM de NaCl

accompagné d’une forte synthése d’EPS.

Mots clés: rhizobium .Medicago intertexta. Contrainte abiotique. Tolérance. EPS.



Abstract

Our study highlights the effect of abiotic stresses (salinity, drought and pH) on the growth
of rhizobium isolated from the nodule of legume Medicago intertexta. Pushing spontaneously into

Medea city. Where the collection is made from four deferential regions.

The strains are grown on YEMA medium, and characterized phenotypically by microscopic,

macroscopic, biochemical and physiological methods.

Our study based on three different approved researches to define strain tolerance as well as

adaptive physiological responses.

The rhizobean strains studied present a wide tolerance to hostile conditions of medium,
certain could grow at extreme temperatures up to 42°C, others tolerant the acid pH (pH4) and
alkaline pH (pH9). In the end, some isolates support up to 800mM of NaCl accompanied by a
strong synthesis of EPS.

Key words: rhizobium, Medicago intertexta. Abiotic constraint. Tolerance. EPS.
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Introduction

Introduction

L’azote est un constituant essenticl des acides aminés, des protéines et par conséquent un
¢lément minéral nécessaire pour tout organisme vivant. Dans la nature, 1’azote est trés
abondamment présent sous forme Na. Il constitue le principal facteur limitant la croissance de la

plante et la production agricole (Robert et al., 2005).

La famille des Iégumineuses est I'une des plus importantes parmi les dicotylédones. C’est la
famille végétale qui fournit le plus grand nombre d’espéces utiles a I’Homme, qu’elle soit
alimentaire, industrielles ou médicinales. Cet intérét réside dans leur relation symbiotique avec les

bactéries du sol appelé rhizobia (Chen et al., 1995).

Les bacteéries telle que rhizobia, sont d’une importance considérable en agriculture et en
forestiéres a cause de leur capacité d’établir une symbiose avec des plantes de la famille des
légumineuses. Ces dernicres peuvent jouer un role important dans la protection de I’environnement

et ’amélioration de la fertilité des sols (Ndoy, 1999).

L’association symbiotique entre rhizobia et 1égumineuses a bénéfices réciproque fournit
pour la bactérie, les ressources carbonées nécessaires a sa croissance, et pour la plante, la fixation

d’azote atmosphérique essentielle a son développement (Pellerin et al., 2014).

La fixation de I'azote par les Rhizobium est limitée par des contraintes environnementales.

Ces contraintes sont de nature physique, chimique et biologique.

Le sel est un facteur de stress abiotique qui occupe la troisieme position apres le stress
hydrique et la carence azotée. La salinité cause un stress hyper-osmotique et un déséquilibre
ionique au niveau des cellules en plus des différentes réponses moléculaires complexes qui
impliquent des particularités morphologiques et développementales avec des mécanismes
physiologiques et biochimiques influencant négativement sur les relations symbiotiques et les
rendements des plusieurs cultures agricoles (Tahkoubit, 2017).

Les exopolysaccharides occupent une place importante dans la protection des bactéries
contre le stress environnemental. Selon (Bekki, 1986 ; Tao et al., 1992), la richesse en
exopolysaccarides de certaines souches participe a leur tolérance a la salinité. Ils semblent donner
aux bactéries un avantage compétitif avec les souches des rhizobia indigénes et leur permettre de

persister dans le milieu salin.



Introduction

En Algérie les rhizobia nodulant plusieurs légumineuses tels que le genre Medicago de
différentes régions du pays et qui ont fait I’objet de nombreuses études (Amouri et al., 2015 ;
Mouhous, 2018 ; Mahboub, 2018).

Cette étude a pour but de présenté les méthodes d’extraction et isolement des rhizobia, de
caractérisation morphologique, biochimique et cellulaire, d’illustrer I’effet de stress salin (NaCl),

pH, la température du milieu sur leur croissance et leur réponse physiologique.

Ce document est constitué de quatre chapitres : le chapitre un qui présente des généralités
sur les partenaires (rhizobia- Iégumineuses) et leurs interactions, le deuxiéme chapitre présente les
Méthodes d'isolement et caractérisation des rhizobiums, Le troisiéme chapitre illustre 1’effet de
stress salin. Le dernier comporte les résultats obtenus des différentes études portées sur I'effet de
NaCl, pH, température sur la croissance, la survie des souches de rhizobium et les moyenne de
tolérance, di a I’incapacité de réaliser notre propre travail pratique au niveau de I’laboratoire

biologique qui a été fermer a cause de Pandémie (Corona).
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1. généralite sur les Rhizobia :

La biodiversité microbienne constitue une ressource naturelle énorme pour I'nhnumanité. La
famille des Rhizobiaceae est constituée par un ensemble hétérogéne des bactéries qui comprend
des especes, les plus connues les Rhizobia. Ce sont des bactéries capables d'induire des nodules
sur les racines ou les tiges des légumineuses et assurer la fixation de 1’azote atmosphérique a

I'intérieur de ces organes. (Ben yamina et al., 2012).

En contre partie de la fixation d’azote, les rhizobiums obtiennent un approvisionnement
stable de carbone dérivés des composés de la photosynthése. (Longfei Zhao et al., 2010). Les
Rhizobia présentent dans différents habitats (ex. sol, rhizosphére, La plante hote) (Amarelle et al,
2016).

Les rhizobiums comprennent la forme batonnet, gram-négatives, aérobies, non sporulantes.
IIs sont généralement mobiles quand ils sont jeunes grace a un seul flagelle polaire ou deux a six
flagelles péritriches, possedent un ou plusieurs granules réfringents de poly-B-hydroxyburate et
forment des colonies incolores, blanches ou de couleur creme sur le milieu de culture classique

(mannitol et extrait de levure) (Emile et Michel, 2004).

Figure 1 : aspect morphologique de Rhizobium leguminosarum (Pinterest, 2020)

2. géeneéralité sur la plante Medicago intertexta :

Medicago intertexta, le mélange de hérisson, ou tréfle de calvaire, est une plante a fleurs de la
famille des Fabacées, fourragere nutritive, hautement savoureuse en azote pour les sols Iégérement
neutres et alcalins dans les régions climatiques méditerranéennes (Del Pozo, 2002). Elle est
considérée parmis les légumineuses les plus précieuse pour lI'amélioration des paturages et la

stimulation de la matiere organique du sol dans les terrains bien drainés. Aussi Elle est a croissance
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rapide et dense, capable de fixer I’azote et d'augmenter 'approvisionnement disponible en azote
du sol, le rende tres utile en tant que fumier vert .elle se trouve principalement dans le bassin

méditerranéen occidental (Amouri ,2016).

Figure 2 : la répartition geographique de Medicago intertexta
(Malta Wild Plants, 2020)

Medicago intertexta se caractérise par un bon développement végétatif (largeur, hauteur,
vitesse de croissance et nombre d'entre-nceuds importants), il forme sa premiére fleur tardivement
et sa floraison s'étale sur une courte période. Anneau presque glabre couché ou ascendant jusqu'a
50 cm. Folioles oboval, cunéiformes, denticulées, parfois avec une tache sombre, stipules ovales
a ovales-lancéolées, incisées-dentées. Racemes de 1 a 7 fleurs. Corolle 6-9 mm. Légumineuse de
12-15 mm de diamétre, en spirale de (6-10) tours, ovoide, cylindrique ou rarement discoide,
convexe aux deux extrémites, glabre sauf souvent pour les épines, veines transversales solides,
anastomosées et formant un réseau allongé tangentiellement, épines généralement 3-4 mm,

courbées et apposées sur la légumineuse.

Les gousses de Medicago intertexta sont lourdes, grandes, comprenant beaucoup de graines
dont le poids moyen est faible. (Laouar et al., 2000).
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Figure 3 : la morphologie de plante Medicago intertexta et ces gousses (Flore Alpes, 2020)

3. classification taxonomique des deux partenaires :

3.1 Classification taxonomique de rhizobia :

3.1.1. Définition de la famille de Rhizobia :

Phylogenétiquement, les rhizobia appartiennent a la famille des Rhizobiaceae, Ils
comprennent 14 genres et 98 especes. lls représentent le groupe des Alpha-protéobacteéries et les
béta-protéobactéries. De nombreux genres et especes de ces bactéries ont été décrits. Les alpha-
protéobactéries comprennent des micro-organismes genre Rhizobium, Mesorhizobium, Ensifer
(sinorhizobium  meliloti)  Azorhizobium, Bradyrhizobium, Méthylobacterium, Devosia,
Ochrobactrum, Phyllobacterium, Shinella et Microvirga, tandis que les béta-protéobactéries
comporte les bactéries des genres Burkholderia et Cupriavidus (Ardley et al., 2012 ; Janczarek
etal., 2014 ; Peix et al., 2015 ; Wdowiak-Wrobel et al., 2017).
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Figure 4 : la classification des rhizobia (Pojaa et al,.2017)
3.1.2. Position taxonomique des rhizobia (sinorhizobium meliloti) :

Sinorhizobium meliloti (Ensifer) est une bactérie du sol gram négative, capable d’induire la
formation de nodules chez les légumineuses comme : Medicago, Melilotus et Trigonella, ou ces

bactéries fixent 1’azote atmosphérique. (aizawa, 2014 ; cubo et al., 2020)

Tableau 1 : position taxonomique de Sinorhizobium meliloti (aizawa, 2014)

Régne Bacteria
Embranchement Proteobacteria
Classe Alphaproteobacteria
Ordre Rhizobiales
Famille Rhizobiacea
Genre Sinorhizobium
Espéce Sinorhizobium meliloti
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3.2. Classification taxonomique des légumineuses :

3.2.1. Définition de la famille de Légumineuses :

La famille de Légumineuse (Fabaceae) est la troisieme plus grande famille dans les
Angiospermes qui domine les zones arides, semi-aride et les écosystémes extrémes (Hansen et
al., 2017). Elle couvert 19300 espéces et 750 genre comprenant des herbustes, arbres, herbes
(Andrews , 2017;Wdowiak-Wrobel et al., 2017). Ils sont reconnus par leur capacité de fixer
I’azote atmosphérique a I’aide des bactéries dans leurs nodules racinaires. lls sont riches en

protéines (NaveenKumar, 2015 ; Meena et al., 2018).

(Graham et VVance 2003) estiment que les 1égumineuses fournissent pour I’Homme environ
un tiers des protéines alimentaires. Leurs graines sont des aliments d'excellente qualité car leur
contenu en protéines est parmis les plus élevés de toutes les plantes destinées a 1’alimentation
(Tableau 2).

Tableau 2 : Analyse de la valeur nutritionnelle des graines de légumineuses (Boudanga ,2011).

Nutriments Teneures
Protéines 20 a4 25%

Lipides Teneurs trés variables
Glucides Teneures de 20 4 50%
Minéraux Variables selon les variétés
Vitamines

IIs améliorent I’approvisionnement en azote, augmentent les réserves de la matiere
organique, améliorent la structure du sol, aussi réduire 1’érosion, accroitre 1’aération, améliorer la

capacité de rétention d’eau du sol et le rendre plus facile a labourer (Hansen et al,. 2017).

Actuellement, la famille des légumineuses est divisée en trois sous-familles, les
Caesalpinioideae, les Mimosoideae et les Papilionoideae .Les Caesalpinioideae sont regroupées
en quatre tribus, les Caesalpinieae, Cassieae, Cercitae et Detarieae environ 170 genres et 2250
especes. Les Mimosoideae sont regroupés en deux tribus, les Ingeae et Mimoseae avec environ 80
genres et 3270 espéces, tandis que les Papilionoideae se composent de 28 tribus avec environ 480
genres et 13 800 espéces (Andrews, 2017).
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3.2.2. Position taxonomique des légumineuses : (Medicago intertexta)

Tableau 3 : position taxonomique de Medicago intertexta (Benmouhoub, 2016).

Domain Eucaryote
Régne Plante
Embranchment Spermatophyte

Sous embranchment Angiosperme
Class Dicotylédon
Ordere Fabale
Famille Fabaceae
Sous famille Faboideae
Genre Medicago (L)
Espéce Medicago intertexta

4. La symbiose rhizobia-légumineuses :

La symbiose signifie littéralement « vie en commun » C’est la fusion plus ou moin intime
de deux étres vivants d'espéces différentes qui correspond a une association a caractére obligatoire
et a avantages réciproques et partagés, entre partenaires. Un exemple de symbiose est I'association
entre une bactérie de la famille des Rhizobiaceae et une plante de la famille des légumineuses.
Cette symbiose a bénéfice réciproque va permettre aux bactéries de profiter d’un micro-habitat
exceptionnellement favorable ; les légumineuses leur procurant un apport en substrats carbonés
issus de la photosynthése. En échange, les bactéries vont fixer et réduire 1’azote atmosphérique en
ammonium, directement assimilable par les plantes hotes (Bapaume et Reinhardt, 2012 ; Sakshi
et Naveen Kumar, 2013).

Cette association est reconnue depuis plus de 60 million d’années d’évolution (wang et al,.
2017). Elle est trés fréquente dans les Papilionoideae, moins fréguente dans le clade mimosoide et

rare dans le reste du groupe Ceasalpinoideae (Andrews et al,. 2018).

Cette communication entre les deux partenaires joue un réle important dans le maintien de

la fertilité des sols agricoles.
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L’une des caractéristiques majeures des associations rhizobium-légumineuse est leur
spécificité d’hote. En effet, une espéce de rhizobium donnée n’est capable en général d’établir une
relation symbiotique efficace, qu’avec un nombre limité de partenaires végétaux. De méme une
espece de légumineuse ne peut étre nodulée que par un certain nombre d’espéces de rhizobium

(Tilak et a,. 2005 ; Hansen et al,. 2017).

La spécificité Rhizobia-hdte est probablement déterminée lorsque chaque souche de
Rhizobia s'attache aux poils absorbants de son légumineuse, elle doit nécessiter une sorte de
reconnaissance entre le symbionte et I’hote. Cette association noue un dialogue sous la forme de

message chimique entre les deux partenaires détaillé dans les étapes de la nodulation.

Tableau 4 : spécifié de la symbiose Rhizobia /légumineuses (Krishnan, 2006).

Rhizobia hote commun Reference
Allorhizobium undicola Neptunianatans De Lajudie et al., 1998
Azorhizobium caulinodans Sesbania rastrata Dreyfus et al., 1988
Bradyrhizobium japonicum Glycine max Jordan, 1980
B. elkanii Glycine Glycine max Kuykendall et al., 1992
Mesorhizobium loti Lotus species Jarvis et al., 1982

Jarvis et al., 1997
M. ciceri Cicerarietinum(chickpea) Nour et al., 1994
Jarvis et al., 1997
M. mediterraneum Cicerarietinum(chickpea) Nour et al., 1995

Jarvis et al., 1997

M. huakuii Chenetal., 1991
, Astragalussinicus Jarvis et al., 1997
Rhizobium leguminosarum Frank, 1879
biovarviciae Pisumsativum Laguerre et al., 1996
biovartrifolii Trifolium repens , Laguerre et al., 1996
T. subteraneum , T. Pratense Laguerre et al., 1996




Chapitre | Généralité sur les rhizobia et les légumineuses

biovarphaseoli Phaseolus vulgaris Laguerre et al., 1996
R. tropici Phaseolu svulgaris Martinez-Romero et
R. galegae Galega orientalis al., 1991
R. giardinii Phaseolus vulgaris Lindstrom, 1989
Sinorhizobium meliloti Medicago sativa, Amarger et al., 1997
Melilotus alba de Lajudie et al., 1994

Sinorhizobium fredii
Scholla&Elkan, 1984;

NGR234 Chen, et al., 1988
Vignaunguiculata Trinick, 1973

Sinorhizobium sp

5. Intéréts des rhizobia :

Le réle principal des rhizobia est la conversion de I’azote atmosphérique en ammoniac, grace
a un processus de réduction a forte intensité énergétique. (Naveen Kumar, 2013) Les rhizobiums
ont la capacité d’établir des interactions symbiotiques avec 100 légumineuses d’importance
agricole contribuent prés de la moitié¢ de la quantité annuelle de fixation biologique de ’azote
(BNF), entrant dans les écosystemes du sol, ils fournissent un moyen facile et peu colteux

d’améliorer la fertilité des sols et la productivité agricole (Hansen et al., 2017).
6. Etapes de nodulation :

Le processus d’infection et de formation des nodules est divisé en quatre étapes majeures :
la pré-infection, I’infection et la formation des nodules, le fonctionnement des nodules et une phase
de dégénérescence (Benselama, 2015). Les quatre étapes de nodulation sont illustrées dans la
(figure Q7).

6.1. Phase de pré-infection :

L’interaction entre la plante et la bactérie débute dans la rhizosphere et la croissance des
bactéries se fait d’une maniére sélective par la plante. En effet le processus de nodulation
commence par un échange de signaux entre la plante hote et la bactérie. En condition de carence

en ions ammonium (NH4+), les plantes produisent des flavonoides (molécules signales) au niveau

de leurs racines (Patriarca et al., 2004 ; Kazmierczak et al., 2019).

10
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Figure 5 : la structure chimique de flavonoides (Shutter Stock, 2020)

Ce signal présent dans les exsudats racinaires une fois percu par le rhizobium, induit
I’expression de geénes nod codant pour les enzymes de synthése de facteurs Nod
(lipochitinooligosaccharides ou LCO) (Dénarié, 2000 ; Gage, 2004) (figure 6) ceux-ci sont des
signaux de nodulation ciblant le programme organogénétique de la plante (Patriarca et al., 2004).
Les rhizobiums différents dans la structure de leurs facteurs de nodulation constituent un premier
niveau de contrble de la spécificité d’hote. Les facteurs Nod induisent des modifications
morphologiques, physiologiques et moléculaires chez la plante héte ; La déformation du poil
racinaire est observee environ 12 a 24 heures ; les poils absorbants changent leur direction de
croissance et forment une structure en crosse de berger (Figure 7, phase 1).

.

- NodRmM-I1V(Ac, C16:2,S)
s e e Pectun A ....,....'_“ e P

Figure 6 : I’expression de génes Nod codant pour les enzymes de synthese de facteurs Nod
(Boudanga, 2004).

11
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6.2. Phase de l’infection et de la formation des nodules :

A partir de cette niche, les rhizobia pénétrent dans la cellule végétale par la formation d’un
cordon d’infection qui traverse d’abord le poil absorbant et se ramifie ensuite dans les cellules
corticales guidant ainsi les bactéries vers les couches cellulaires intérieures (Gage, 2004 ;
Choudhury et Pandy, 2018) (Figure 7, phase 2).

Simultanément a I’infection des poils absorbants, certaines cellules du cortex interne se
différencient et se divisent a plusieurs reprises, formant un primordium nodulaire. Quand les
cordons d’infection atteignent le primordium, certaines cellules arrétent de se diviser et entrent
dans des cycles répétés d’endoréduplication. Elles sont alors envahies par des rhizobia qui sont
relachés des cordons d’infection (Choudhury et Pandy, 2018). Ensuite, la pénétration de la

bactérie est faite par endocytose.

Finalement, les cellules végétales infectées et les bactéries infectantes se différencient en
cellules capables de fixer et d’assimiler 1’azote. La structure nouvellement formée, qui se compose
des bactéries qui différencient en bacteroides enfermés dans une membrane de cellules de la plante,

s'appelle un symbiosome (Figure 7, phase 3 et 4).
6.3. Phase de fonctionnement ou maturité des nodules :

L’infection de la plante par les rhizobia induit la différenciation et la division des cellules du
cortex (Foucher et Kondorosi., 2000 ; Oldroyd, 2013 ; Meilhocet al., 2013). Les nodules de
type indéterminé (Medicagotruncatula, Pisumsativum, Vicia faba) sont formés a partir du cortex
interne alors que les nodules de type déterminé (Glycine max, Phaseolusvulgaris) sont formés a
partir du cortex externe. La persistance du méristeme chez les espéces a nodules de type déterminé
est tres éphémere et la croissance en longueur du nodule est limitée. Une croissance en épaisseur
a lieu par I’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 indéterminé, la zone

méristématique est persistante ce qui se traduit par une forme allongée (Montiel et al., 2016).

Quand le systéme racinaire se développe, d'autres régions pouvant étre infectées sont
continuellement formées. Mais une fois que les nodules sont fonctionnels, la nodulation est inhibée
dans les autres parties jeunes. Dans ce cas les plantes contrblent le nombre de nodules en
maintenant un certain équilibre : bénéfice (fixation d'azote) / codt (ressources de carbone) (Stacey
et al., 2006).

12
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Cette autorégulation est réalisée par des signaux moléculaires émis par la partie racinaire
ainsi que par des phytohormones (ex : I’acide abscissique) produits au niveau des tiges (Oka-Kira
et Kawaguchi 2006).

6.4. Phase de degénérescence :

L’¢étape finale dans le processus d’infection se déroule lors de la lyse des bactéroides et de

la libération des bactéries dans le sol (Benselama, 2015 ; Chhudery et pandy 2015).

-')%oFlavonoides
Colonisation
& via les poils absorbants
7, b- %
Y B
Ny s
2 - Rhizobi Bactéries.
& fzomum Cellules en division
Fecteurs Nod !__———’—_“:

A\ 2R S
1 Echange des premiers signaux

= dialogue moléculaire 2 Controle de l'infection par la plante

Jeunes nodules
en développement

@®

Cellules infectees
par la bactérie

4 Symbiose RhizobiurrHégumineuses:

un dialogue moléculaire qui aboutit
a la fixation de I'azote atmosphérique

3 Coordination du développement
de la plante et de la bactérie

Figure 7 : les différentes étapes de la nodulation (Ben Friha, 2008).

1 : Communication Rhizobium-légumineuse. Les bactéries vont percevoir les flavonoides sécrétés

par les tiges des plantes et vont y répondre spécifiqguement en synthétisant des facteurs Nod.

2 : Les facteurs Nod vont agir au niveau des racines et permettre I'entrée des bactéries dans les

racines et leur colonisation, contrélée par les cellules de la plante.

3 : L'infection des cellules par les bactéries va conduire a la formation d'un nodule, organite rempli

de bactéries différenciées en bactéroide (bactéries fixatrices d'azote).

4 : Les nodules vont permettre la fixation d'azote atmosphérique par les bactéroide au bénéfice de

la plante, et I'apport de nutriments pour les bactéries via la plante.
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1. Collection et extraction des Rhizobiums :

1.1. La zone d’étude :

La wilaya de Médéa est située Au Nord d’Algérie a 88 km a 1’Ouest de la capitale, Au coeur
de I’ Atlas Tellien, elle est caractérisée par une altitude élevée de 981 m, de climat sub semi-aride.
Notre étude porte essentiellement sur la région de Médéa, et plus précisément dans les 4 sites (pole,

kouala, loudi, talaiche).

Figure 8 : Localisation géographique de la zone de prélévement (WIKI MONDE, 2020).
1.2. Collection et extraction des nodules :

La sélection et 1’échantillonnage des nodules doit étre réalisé durant une période bien
précise, ou la plante Medicago intertexta est en pleine activité 3(phase florissante), la récolte est
effectué selon les clés de détermination morphologique durant le mois de novembre et mars
d’appris les saisons pluviale. A cette période de 1’année, les nodules sont bien développés et
visibles au niveau des racines. Elles sont d’une couleur rougeatre, et peuvent indiquer la présence
de la leghemoglobine et I’activeté fixatrice d'azote. La collecte est réalisée selon la technique
préconisée par Vincent (1970). Il s’agit de :

- Creuser environ 15 cm autour de la plante dans le sol pour extraire la plante et son appareil

racinaire sans I’abimer (figure 9).
- Se débarrasser de la terre manuellement au niveau des racines sans endommager les nodules.
- Récupérer la plante et la mettre dans un sachet en plastique.

- Répéter I’opération sur plusieurs pieds pour avoir le maximum de nodules.

14
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- Au laboratoire, enlever la partie aérienne, et laver la partie racinaire soigneusement a 1’eau

courante.

- Couper les nodules a 2 mm du site d’attache et sécher les avec du papier absorbant.

Figure 9 : les étapes de la collection des nodules de la plante Medicago intertexta (photos

personnelles)

Les nodules sont détachés de la racine a 1’aide d’un bistouri, il est important de couper a
quelques millimetres de leur site d’attache, ceci pour les maintenir intacts car dans le cas contraire,
il y aurait un risque de les endommager en rompant leur cortex, ce qui réduit les chances d’obtenir

des cultures viables.

Figurel0 : I’extraction des nodules de la plante Medicago intertexta (photo personnelle).
1.3. Conservation des nodules :

Pour un usage immédiat, les nodules peuvent étre conservés au réfrigérateur a 4°C, a
condition que le délai ne dépasse pas 48h. Pour une longue période de stockage, une dessiccation

au (CaCl,) est recommandée (Vincent, 1970), cela permet une conservation de 6 a 12 mois.
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whon

Figure 11 : Nodules conservés sous CaCl, (Boukhiet, 2016).

2. Collection et isolement des souches rhizobiennes :

Le milieu solide (YEMA) qui serve pour la caractérisation biochimique morphologique et
des milieux liquides (YEMB) serve pour la production de biomasse et étude de croissance par la
méthode de densité optique.

2.1. Milieux d'authentification de culture des rhizobia :

On utilise les milieux suivants : YEMA, YEMB, YEMA + Rouge Congo, voir (I’annexe II).

»

Figure 12 : ajustement de pH de milieu par pH métre (photo personnelle)
2.2. Isolement et purification des souches rhizobinnes :
2.2.1. Stérilisation et écrasement des nodules :

Les bactéroides sont extraits a partir de 9 a 15 nodules dans des conditions stériles a l'aide

d'une tige en verre stérile. Les nodules subissent les traitements suivants :

- Immersion dans I'éthanol 90° pendant 30 secondes.
16
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-Traitement des nodules dans une solution de HgCl, a 0.1% pendant trois minutes. Pour éliminer

le plus de bactéries possibles de la rhizosphére

- Lavage des nodules par dix bains d'eau distillée stérile afin d'éliminer les traces HgCI2 hautement

toxique.

- Ecrasement des nodules dans 0,5 ml d'eau physiologique stérile a 0,85% de NaCl. L'extrait est

utilisé tel quel ou dilué a 1/10 s’il présente un aspect laiteux.

Figure 13 : les solutions utilisées dans la stérilisation des nodules (photo personnelle).
2.2.2. Culture sur le milieu YEMA :

A I’aide d’une anse de platine, flambée au bec Bunsen, le broyat nodulaire prévalent stérilisé
est étalé sur boite de Pétri contenant un milieu spécifique, le milieu YEMA additionné de rouge
Congo (0.025%). L’ensemencement est réalisé selon la technique des quatre cadrans de maniére

d’avoir des colonies isolées et donc facile a caractériser (Vincent, 1970).

Les boites sont scellées avec du parafilm et incubées a 28°C pendant 48 a 72 heures a étuve

bactériologique.
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Figure 14 : Ensemencement par la technique des quatre cadrans (Vincent, 1970).

Figure 15 : I’ensemencement de broyat nodulaire (photo personnelles).
2.2.3. Purification des souches :

Aprés incubation, seules les colonies ayant peu ou pas absorbé le rouge Congo seront
repiquées, La purification des souches bactériennes est vérifiée par des repiquages successifs par
la technique d’épuisement sur milieu YEMA RC. Ces souches sont incubées & 28 C° pendant 48
a 72 heures. La pureté des souches est confirmée par 1’observation de 1’aspect macroscopique et

microscopique.
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2.2.4. Conservation des souches :
Les isolats purifiés sont conservés selon procédés suivantes :

Pour une courte durée, nous les repiquons sur le milieu YEMA incliné ; en effectuant des
stries réguliéres sur la surface (figure 16). Apres 48h a 3 jours d’incubation selon la vitesse de
croissance des isolats, les tubes sont conserves au réfrigérateur a 4°C, a raison de plusieurs
exemplaires par souche selon la méthode de (Vincent, 1970). Des repiquages réguliers sont
réalisés tous les 6 mois.

Ose (ensemengoir) bouchon a vis ou coton cardé

(tenu par 1’auriculaire pour
conserver la stérilité) : le
bouchon ne doit jamais étre
pos€ sur la paillasse.

stries effectuées sur la gélose.

D

Figure 16 : Repiquage sur tube gélose incliné (YEMA) d’aprés (Vincent ,1970).

Figure 17 : repiquage de rhizobium sur tube Figure 18 : I’Obtention des colonies
inclinées YEMA (photo personnelle). pures (photo personnelles)
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2.3. Caractérisation phénotypique :

2.3.1. Examen macroscopique :

L'examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué a partir de I'isolement
apres incubation. L'aspect des colonies dépend du milieu utilisé, la durée et la température de

I'incubation.
Aspect des colonies : La description des colonies doit mentionner les éléments suivants :
*La taille (diametre de la colonie) : mesuré a I'aide d'une regle graduée pour les grandes colonies.
*La forme (I'élévation) :
- vue en coupe : (bombée, Plate, ombiliquée, a bord surélevés)
- vue par-dessus : (ronde, a bord dentelés, en étoile)
*L'aspect de la surface : il peut étre lisse, rugueux.

*L’opacité : les colonies sont décrites comme : Opaque (ne laisse pas passer la lumiére),
Translucides (laissent passer la lumiére mais on ne voit pas les formes au travers) et Transparents

(laissent passer la lumiére et voir la forme au travers).

Les colonies de Rhizobium apparaissent soit blanchatres et translucides soit roses avec
synthése de polysaccharides d'aspect gommeux. Les bactéries contaminantes absorbent fortement
le rouge Congo, ce qui permet de les distinguer de Rhizobium (Tahkoubit, 2018).

Test de la vitesse de croissance :

Les bactéries nodulant les légumineuses, en particulier les rhizobiums, présentent deux types
de croissance : les bactéries a croissance lente (genre Bradyrhizobium) et les bactéries a croissance
rapide (genres Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, ...). Pour cela on cultive nos isolats et

les souches de référence sur milieu YEMA + bleu de bromothymol (Boukhiet, 2016).
Test au bleu de bromothymol (BTB) :

Le bleu de bromothymol est un indicateur coloré qui permet de mettre en évidence une
réaction acide ou basique. Une réaction acide se traduit par le changement de couleur du bleu vers

le jaune, par contre la réaction basique se montre par le renforcement de la couleur bleu.
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acide

Zone de virage

Figure 19 : Virage de Couleur de bleu de bromothymol.
Lecture des résultats :
- croissance rapide acidifie le milieu qui va apparaitre jaune.
- croissance lente alcalinise le milieu qui va apparaitre bleu.
2.3.2. Examen microscopique :

Dans notre étude, on a effectué la coloration de Gram. Cette technique est I’une des méthodes
de coloration les plus utilisées. C’est une coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés
de la paroi bactérienne, et d’utiliser ces propriétés pour les distinguer et les classifier. Son avantage

est les classer en deux grands groupes : bactéries dites Gram positive et bactéries dites Gram

négative (Annexe IlI).

Figure 20 : aspect microscopique de rhizobium (photo personnelles).

L’Observation au microscope optique des souches montre des cellules ayant une forme de

petites batonnets mobile et Gram négative.
2.4. Caractérisation biochimique (galerie AP1 20 E) :

Préparation et inoculation de galerie :
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Aprés avoir préparé les cultures des dix souches sur un milieu YEMB, nous avons appliqué

le protocole comme suit :
- D’abord la répartition de I’eau distillée dans les alvéoles pour reconstituer les milieux.

- Remplir les cupules de la galerie par une suspension bactérienne a 1’aide d’une micropipette en

gvitant les bulles d’air.

- Concernant les trois tests soulignées GLU, ADH, URE, un remplissage de I’huile de Paraffine

a été ajouté pour former un ménisque convexe.

- Les cupules sont inoculées avec un milieu minimum et les bactéries se développent seulement

si elles sont capables d’utiliser le substrat correspondant.
-. Les galeries inoculées sont incubées a 28°C.
- La lecture de ces réactions se fait a I’aide du tableau de lecture trouvé en (annexe V).

Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés
spontanés ou révélés par 1’addition de réactifs comme dans le cas des deux tests NO3 et TRP
(MOUHOUS, 2018).

-
¢

Figure 21 : Galerie APl 20NE (Tahkoubit, 2018).
2.5. Etude et Caractérisation physiologique :

2.5.1. Effet de stress salin :

Le milieu utilisé pour réaliser ce test est le YEMA additionné avec différentes concentrations
de NaCl : (50 mM), (100 mM), (200 mM), (300 mM), (400 mM), (600 mM). Les boites sont
incubées a 28 °C pendant une semaine. La valeur de la croissance est obtenue par lecture de la
densité optique (DO) a 630 nm, Aprés incubation (Dekak, 2010).

Il faut noter que le taux de survie de culture en présence de stress est évalué par le

pourcentage de survie calculé comme selon équation suivante :

DOo — DONaC
DOo

x% =

Tel que :
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DOo est la densité optique milieu contrélé sans addition de NaCl.

DO NaCl est la densité optique obtenu sur milieu de culture additionné d’une concentration définie
de NaCl.

2.5.2. Effet de stress de pH :

Le but de ce test est d’évaluer I’aptitude des isolats a tolérer des pH extrémes. Les isolats et
les souches références sont cultivés sur le milieu YEMA ajusté a différents pH : 4,0 ; 5,0 ; 6,8
(témoin) ; 8,0 et 10. Trois répétitions sont réalisées pour chaque pH. L’évaluation de la croissance
est effectuée par la mesure de la densité optique a 600 nm apres incubation a 28°C pendant 24h,
48h et 72h (Baba Arbi, 2016).

2.5.3. Effet de stress thermique :

Afin d’estimer les températures optimales et maximales de croissance, les souches sont
mises en culture sur le milieu YEMA solide a différentes températures : 4 ; 28 ; 37 ; 40 ; 42 et 45
°C (Ceriet, 2015).

2.5.4. Résistance aux antibiotiques :

Ce test a été réalisé par la méthode de diffusion, en mesurant les diamétres des zones
d’inhibition sur boites de Pétri du milieu YEMA :

- 0.5 ml de chaque suspension préparée a partir d’une culture bactérienne en phase exponentielle

a été inondé a la surface du milieu YEMA en boites, le liquide en exces a été éliminé.

- Les boites ont été laissées pour sécher pendant 30 min avant de placer les disques d’antibiotiques
suivants : streptomycine (30 pg), ampicilline (30 pg), chloramphénicol (30ug), tétracycline (30
pg), acide nalidixique (30 pg), kanamycine (30 pg).

- Les boites ont été incubées a 28°C pendant 5 jours (Baba Arbi, 2016).

Lecture des résultats :

Si @>D implique que la souche est sensible.
Si  d<@ <D implique que la souche a une sensibilité intermédiaire.

Si @<d implique que la souche est résistance.

@ : Diametre de la zone d’inhibition.

D et d : diamétre de référence fournie par un organisme officielle (société frangaise
d’antibiogramme), D et d correspondent respectivement aux concentrations critiques inferieur et

concentrations critiques supérieur, détermine dans le plasma humain.
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1. Les différents stress abiotique influencant les plantes :

Le terme « stress » défini I'ensemble des perturbations biologiques provoquées par une
agression quelconque sur un organisme. C’est un processus qui induit une contrainte

potentiellement néfaste sur un organisme vivant (Benkoli et Bouzeghaia, 2016).
On distingue deux catégories de stress :

Stress abiotique : provoqué par des facteurs de 1’environnement physicochimique comme la

salinité, la sécheresse et la température défavorable.

Stress biotique : causé par des organismes vivants tels que les insectes, les bactéries et les
champignons (Benkrinah et al., 2018).

compinaton
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Figure 22 : les différent stress affectant la plante (unine, 2020).

Les stress biotique et abiotiques sont les contraintes majeures a la croissance et a la
productivité qui cause une importante perte de récolte liées a la sécurité alimentaire autour de

monde (Hasanuzzaman et al., 2019).
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Figure 23 : pertes agricoles dues aux facteurs biotiques et abiotiques au niveau planétaire
(Ashraf et al., 2012).

1.1. Definition de stress abiotique :

Les facteurs abiotiques sont ceux liés & l'action du non-vivant sur le vivant, ils sont di

Principalement a des facteurs environnementaux. (lezzar et Meziani, 2015).

Les stress abiotiques sont I'ensemble des stress n'étant pas directement provoqués par des
étres vivants. Ces stress ont deux origines différentes : la composition du sol avec I'ensemble des
carences ou les exces possibles en certains éléments, et les conditions climatique, par exemple des

périodes des sécheresses. (Pesesse, 2018).

stress
abiotique
1
1 1 1 1 1
stress de : stress stress stress
séchresse Slesssalin d'inondation thermique oxydative

Figure 24 : les différents stress abiotique influencant la plante (Ahmad et Hossain, 2017).
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1.2. La secheresse :

L’eau est le principal constituant de tous les organismes vivants et requis par toutes les
formes de vie connues, en tant que milieu pour les activités biochimiques (Hasanuzzaman et al.,
2019).

La sécheresse est décrite comme un phénomene naturel dans lequel les précipitations chutent
de facon significative moins que les niveaux normaux enregistrés. la sécheresse est causé par une
déficit d’eau, de température élevée et de rayonnement solaire élevé déclenchant un déclin de taux
d’assimilation du CO,, réduction de la taille des feuilles, expansion des tiges, prolifération des

racines.(Kumar Tripathi et al., 2020)
1.3. Stress thermique :

Pour effectuer sa croissance et son développement, chaque plante exige une gamme bien
particuliére de températures. Chaque plante posséde une température optimale de croissance et de
développement, Lorsque la température avoisine se limites, la croissance diminue et au-dela elle
s’annule (Haichour, 2009 ; Hatfield et Prueger, 2015 ; Kumar Tripathi et al., 2020).

Le stress thermique est souvent défini quand les températures sont assez hautes ou basses
pendant un temps suffisant pour qu'elles endommagent irréversiblement la fonction ou le
développement des plantes. Elles peuvent étre endommagées de différentes manieres, soit par des
températures basses ou ¢élevées de jour ou de nuit, par I’air chaud ou froid ou par les températures
élevées du sol. La contrainte thermique est une fonction complexe qui varie selon I'intensité (degré
de la température), la durée et les taux d'augmentation ou de diminution de la température.
(Oukarroum, 2007).

On appelle températures critiques, les températures minimal et maximal au-dessous et au-
dessus desquelles le végétal est tué. Elles sont extrémement variables suivant les espéces et selon
le stade de végétation.

1.4. Stress Salin

Le stress salin est I’'un des principaux stress abiotiques qui affectent la croissance et le
rendement des cultures. Il y’a au moins 800 millions d’hectares des terres soumises a la salinité
dans le monde, jusqu’a 6 % de la superficie totale. On n’estime que 30 % des zones irriguées dans
le monde offrent déja de problemes de salinité. Chaque année, la salinité des sols augmente dans
le monde entier, a cause de I’'impact du changement climatique mondial, I'irrigation avec des eaux
de mauvaise qualité, l'utilisation de pesticides, engrais chimiques et les techniques agricoles

traditionnelles avec un mauvais drainage Le fort ensoleillement et la faible pluviométrie font
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accumuler les sels dissous en surface. Ces accumulations transforment profondément les propriétés
physique et chimique du sol avec pour conséquence principale un milieu qui devient non productif
voir stérile (Egamberdieva et Lugtenberg, 2014). 1l est prédit qu’elle causera une perte allant
jusqu’a 50% des terres cultivables en 2050. (Ramakrishna et Gill, 2019).

Le chlorure de sodium constitue le principal agent responsable du stress salin chez les
plantes, son effet peut étre observé par la diminution de la croissance ou méme la mort de la plante.
La salinité du sol provoque le stress chez la plante soit en rendant difficile le captage de I’cau par
les racines ou bien par toxicité via I’accumulation d’une grande concentration de sel dans la plante.
De plus, la salinité peut affecter la synthése protéique, la photosynthese et les métabolismes
lipidiques (Rojas-Tapias et al., 2012 ; Rai, 2017)

La salinité du sol est déterminée par la mesure de la conductivité électrique (CE) exprimée
généralement en décisiemens par meétre (dS/m) qui traduit la capacité d’une solution aqueuse a
conduire le courant. La conductivité électrique des solutions de sols saturés en sel est supérieure a
4 dS/m, I’équivalent de 40 mM de NaCl (Slimani, 2012).

Tableau 5 : les niveaux des stress salin et sodique (Gregory, 2005).

Faible Moyen Fort Extréme
CEe (dS/m) <2 2a4 438 >8
SARe <4 4a8 8al2 >12

2. La physiologie de stress salin :
La salinisation des terres est a 80% d’origine naturelle, on a :
2.1. La salinité primaire :

La salinité primaire ou naturelle est le résultat de I'accumulation des sels sur une longue
période de temps, dans le sol ou les eaux souterraines (Antipolis, 2003), elle est causée par trois
processus naturels. Le premier est l'altération des roches méres contenant des sels solubles. C'est
le processus d'altération des roches qui se décomposent et liberent des sels solubles de divers types,
principalement les chlorures de sodium qui est le plus soluble (Li et al., 2006), de calcium et de
magnésium, et avec moins de quantité, les sulfates et les carbonates (Mermut et Arshad, 1987 ;
Saddane El Boukhari, 2018 ; Mohd Sayeed, 2019).

Le deuxieme est le dépot des sels océaniques par le vent et la pluie. «Sels cycliques™ qui sont

des sels de I'océan amenés par le vent et déposés par la pluie, qui sont principalement les chlorures
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de sodium. L'eau de pluie contient de 6 a 50 mg de sel par kg d'eau, la concentration des sels
diminue avec I'éloignement de la cote. La quantité de sel stocké dans le sol varie en fonction du
type de sol, elle est faible pour les sols sableux et élevée pour les sols argileux. Elle est également

inversement proportionnelle a la pluviométrie moyenne annuelle (EI Boukhari, 2018).
2.2. Salinité secondaire

La salinisation secondaire est le résultat des activités humaines qui modifient I'équilibre
hydrologique du sol entre I'eau appliquée (irrigation ou pluie) et I'eau utilisée par les cultures
(transpiration). Les causes les plus communes sont le défrichement et le remplacement de la
veégétation pérenne par les cultures annuelles, ainsi que les systemes d'irrigation utilisant I'eau riche
en sels ou ayant un drainage insuffisant (Antipolis, 2003). Dans de nombreuses zones irriguées,
le niveau des nappes phréatiques a augmenté en raison de la quantité excessive d'eau appliquée
associée a un mauvais drainage. Dans la plupart des projets d'irrigation situés dans les zones arides
et semi-arides, les problemes de I'engorgement et la salinisation du sol ont atteint des proportions
graves. La plupart des systemes d'irrigation du monde sont a I'origine de la salinité secondaire, la
salinisation ou I'engorgement. (EI Boukhari, 2018).

3. Les réponses au stress salin chez la microsymbiote (rhizobia) :

Les stress infligés aux bactéries induisent par ailleurs des phénoménes considérés

aujourd’hui comme des adaptations physiologiques aux conditions agressives du milieu ce sont

surtout des syntheses de protéines originales (les protéines de stress ou protéines de choc).
3.1. Les protéines de stress (chaperon) :
3.1.1. Définition et déférents types de protéines de stress :

Les chaperons sont un groupe de protéines qui ont une similitude fonctionnelle et aident au
repliement des protéines. Le terme chaperon, d’origine francaise, fut proposé par John Ellis et Sean
Hemmingsen. Ce sont des protéines qui ont la capacité d'empécher une agrégation non spécifique
en se liant a des protéines non natives. Il existe plusieurs familles de chaperons et chacune posséde
des fonctions différentes. Les «protéines de choc thermique» (Hsps) sont des exemples de
protéines chaperons. Qui protegent les cellules de I'effet d'un stress, De maniéere générale, ces
protéines sont produites dans des conditions stressantes. Le nom Hsp a été donné apres la
découverte de ces protéines dans une bactérie. Ces bactéries ont produit plus de ces protéines dans
des conditions stressantes, telles que des températures plus élevées, des variations de pH et des

conditions hypoxiques. (Wirth et al., 2003).
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3.1.2. Intérét et role de protéine de stress :

Les protéines chaperon jouent un réle important dans le pliage des protéines et dans la
protection des cellules contre plusieurs contraintes associées aux structures tridimensionnelles
indigenes des protéines. Leur production est significativement élevée dans un phénomene connu
sous le nom de réponse de choc thermique. (Morange, 2000 ; Durante et Colucci, 2010), Cela

garantit inévitablement que les protéines se plient correctement et donc maintenir la fonctionnalité.

Protéine

Stress : ——

- radiations

- oxydants

- COMPOSés
chimiques

- chauffage

- elc

\J

Protéine dénaturée

Chaperons
moléculaires
—y———

Dégradation Protéine fonctionnelle

Figure 25 : effet du stress et réle des HSP (Morange, 2000).
3.1.3. Classification de protéines de stress :

Les Hsp sont divisées en cing familles en fonction de la taille des protéines produites : les
Hsp70 (DnaK), les Hsp60, les Hsp90, les Hsp100 (Clp) et les sHsp (smallHsp) dont la taille varie
(<40 kDa) (Drai, 2012).

Wang et al (2004) indique que Les protéines de stress sont classés a plusieurs catégorie
selon leurs poids moléeculaire, chaque catégorie comporte plusieurs familles assurent différents

roles physiologiques (tableau 6).
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Tableau 6 : classification de protéines de stress (Wang et al., 2004).

Empalassent chaperon Réles
Famille Hsp70 DnaK Stabilise les polypeptides
cofacteurs nouvellement synthétisés

Cytosol procaryote
DnaJ, GrpE et préserve la compétence

de repliement, réactive les
protéines dénaturées par la
chaleur, contrdle la

réponse au choc thermique

Hsp 60 famille GroEL/ GroES Repliement des protéines,
chapronines y compris le facteur
d'élongation, ARN

polymérase Requis pour

Cytosol procaryote

I'assemblage des phages

Petites protéines de choc thermique (hsp25) protéger contre le stress

cellulaire,

empécher I'agrégation dans
le cristallin (cataracte)

3.1.4. Méthode d'extraction des protéines de stress :

Les cellules ont été récoltées par centrifugation a 2100 g pendant 15 min a 4 °C, lavé avec
I’eau et centrifugé a 15 000 g pendant 20 min a 4 °C, et remise en suspension dans 200 L de
tampon d'échantillon (Hames et Rickwood, 1981). Les échantillons ont ensuite été soniques 1
min et soumis a 95 °C pendant 3 min. Les lysats ont été centrifugés al5 000 g pendant 20 min a 4
°C pour éliminer les débris cellulaires. Le surnageant a été recueilli et utilisé pour la séparation
des protéines par électrophorese sur gel de dodécyl sulfate de sodium et de polyacrylamide (SDS-

PAGE), réalisée en gels bis-Tris préfabriqués.
3.1.5. Purification et caractérisation des protéines de stress :
Etude des profile protéique par Electrophorése (SDS PAGE)

Principe : L’électrophorése a pour but de separer des molécules chargées au travers d'un gel

sous l'effet d'un champ électrique. La vitesse de migration dépend de la charge, la taille et la
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dimension des molécules. Cette méthode de séparation, par électrophorése sur gel de
polyacrylamide (ou PAGE pour Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis) classique, est une méthode
dénaturante en raison d’aident dénaturant, (SDS ou Sodium Dodécyl Sulfate) (Coyne et Cool,
2002). Dans ce gel denaturant, le SDS, qui se lie aux protéines, est un détergent anionique qui
dénature les protéines et confére une charge négative au polypeptide proportionnellement a sa
longueur. Les complexes SDS-protéines qui se forment sont chargés négativement et toutes les
protéines possédent la méme densité de charge. Cela signifie que dans des conditions de séparation
dénaturante de SDS-PAGE le poids moléculaire apparent (et non réel) des protéines sera le seul
facteur de leur séparation. Donc la migration est déterminée par le poids moléculaire et non pas
par la charge intrinséque du polypeptide (Coyne et cool, 2002). La séparation des protéines d’une
souche bactérienne par électrophorése sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) donne un profil ou
électophorégramme caractéristique de la souche et reproductible si les conditions sont
standardisées (Ndiaye et coll, 2002 ; Benahmed, 2010). Le protocole est illustré dans
(L’annexeV).

3.2. Les composés compatibles :

Un osmoprotecteur, ou soluté compatible, est une petite molécule organique polaire,
trés soluble dans l'eau, ayant un point isoélectrique neutre (pHi = 7), et qui agit
comme osmolyte permettant & un organisme de survivre a un stress osmotique extréme. ces
molécules peuvent permettre la survie des cellules dans un état de dessiccation complete
appelé cryptobiose dans lequel le cytoplasme saturé d'osmoprotecteurs prend l'apparence d'un
solide vitreux qui stabilise les membranes cellulaires et les protéines pour prévenir les dommages

dus & la dessiccation ( Long, 2007).
3.2.1. Définition des exopolysccharides (EPS) :

Les polysaccharides bactériens sont biosynthétisés naturellement par de nombreuses
bactéries. Constitués de longues chaines d’unités répétitives de sucres simples et/ou de dérivés de
glucides plus ou moins ramifiées. lls sont secretés soit sous forme d'une capsule fixée a la cellule,

soit sous la forme d'une gangue visqueuse en solution (Janczarek et al., 2014).

Le terme « exopolysaccharide » (EPS) ou « polysaccharide exocellulaire »a été proposé par

(Sutherland, 1972 ; Cerning, 1994) comme appellation générale pour ce groupe.
3.2.2. Les différents types des composés compatibles de stress salin :

Il existe différents types d'osmoprotecteurs en fonction du type de tolérance aux

environnements a forte pression osmotique :
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-Les diholosides (tréhalose, saccharose) et les composés soufres (diméthylsulfoniopropionate)
ne sont pas spécifiques aux organismes halophiles ou halotolérants. Les solutés de ce type
s'accumulent dans le cytoplasme jusqu'a des concentrations de I'ordre de 0,5 mol-L™. Le tréhalose,

en particulier, est considéré comme un metabolite du stress chez E. coli. (Sussich, 2001).
-Les polyols tels que le glycérol, l'arabitol, I'inositol.

-Les acides aminés et leurs dérivés sont typiques des organismes supportant les environnements
trés salés et peuvent atteindre des concentrations cytosoliques supérieures a 0,5 mol-L? ; il s'agit
notamment de la proline, de I'ectoine (un dérivé tétrahydropyrimidine) et de I'hydroxyectoine, de

la triméthylglycine, d'acides diaminés acetylés et de dérivés de la glutamine(Mohd Sayeed, 2019).
3.2.3. Le stress salin et la production des exopolysccharides (EPS) :

Lorsqu’ils se développent sur un milieu YEMA Les Rhizobia possedent la propriété de
former une grande quantité de polysaccharides exocellulaires solubles dans 1’eau (Salducci, 1992).

Comme une réponse d’adaptation de rhizobia au stress salin.

Tableau 7 : I’effet de stress salin sur la production des EPS (Tewari et Arora, 2014)

Stress salin (Mm) Poid sec des EPS Les composants
(a/h des EPS
0 0.801 £0.01a Glucose
100 0.811 + 0.02a Glucose, galactose
500 0.901 + 0.03ab Glucose, galactose
1000 1.010 + 0.01b Glucose, rhamnose
1500 1.102 + 0.02¢ Glucose,
rhamnose,
trehalose
1700 1.210 + 0.01cd Glucose, mannose,
rhamnose,
trehalose
2000 1.323 +0.034 Glucose, mannose,
rhamnose,
trehalose
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Les résultats son discuter et plus détaillé dans le chapitre 4.

3.2.4. Composition et classification des EPS :

3.2.4.1. Composition générale des exopolysaccharides

Les EPS sont composées de residus glycosidiques, qui peuvent étre liés de facon covalente
a des substituants organiques ou inorganiques. Les sucres que 1’on peut trouver dans les EPS sont
extrémement divers. Le D-glucose, le D-galactose et le D-mannose sous forme pyranosique, sont
présents dans de nombreux EPS. Parmi les 6-déoxy-hexoses, le L-fucose et le L-rhamnose sont les

monosaccharides les plus fréeguemment rencontrés (Lakhal, 2011).
3.2.4.2. La classification des exopolysaccharides :

Devant la grande diversité de compositions des EPS, il est difficile d'établir une
classification. La nature de leurs composants permit de les diviser en deux classes : les
homopolysaccharides et les hétéropolysaccharides. Cette nomenclature a été proposée par
(Sutherland, 1972).

a. Les EPS Homopolysaccharides

Un grand nombre d’EPS microbiens, dont certains possédent une importance industrielle,
sont des homopolysaccharides. Dans lequel la chaine du polymére se compose d’un seul type de
monomere, les propriétés des homopolysaccharides peuvent varier énormément selon leur
structure. Bien que seul le D-glucose compose sa chaine, le curdlane, la cellulose et le dextrane,
par exemple démontrent des comportements tres différents quant-a leurs capacités épaississantes
(formation du gel et solubilité). Les homopolysaccharides ont des poids moléculaires tres elevés.
(Lakhal, 2011 ; Ghazali, 2013).
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Figure 26 : structure de Cellulose homopolysaccharide (ResearchGate, 2020)
b. Les EPS Hétéropolysaccharides

Le groupe d'EPS le plus large et le plus diversifié qui se composent de plusieurs types d'oses

constitutifs. Sont formés d'unités répétitives, variables dans leur taille (de di- a octasaccharides),
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mais aussi d'autres groupes peuvent étre présents, tels des groupements phosphate, amino ou
acétyle. Leur production est trés fréquente parmi les microorganismes et on y trouve aussi bien
des souches d'un intérét medical comme Escherichia coli, Salmonella spp. Ou Enterobacter spp.
Que des bactéries lactiques (Dirk Bergmaier, 2002). Les EPS rhizobiales sont des

hétéropolysaccharides spécifiques pour chague espéce (Skorupska et coll, 2006 ; Lakhal, 2011).
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Figure 27 : structure de Xanthaneh hétéropolysaccharide (Researchgate, 2020).
3.2.5. La biosynthése des exopolysaccharides :

La différence dans la composition chimique et la structure des polymeéres refletent la
complexité de la synthese des polysaccharides exocellulaires a partir d'une source de carbone. La

biosyntheése des hétéropolysaccharides est plus complexe que celle des homopolysaccharides.

Les génes impliqués dans la biosynthese des exopolysaccharides (exo/exs ou pss) Forment
un grand groupe de genes situé sur le megaplasmide symbiotique pSymB (Gharzouli, 2013).

Les protéines synthétisées par ce groupe de génes sont de quatre types : les enzymes
impliquées dans la biosynthése des précurseurs de sucre, les transférases responsables de
I'assemblage de I'unité répétitive, les enzymes responsables des substitutions non-sacharidiques et
enfin celles permettant la polymérisation des unités répétitives entre elles et I'export des EPS
(Chtaihné, 2007).

Dans le cas des homopolysaccharides, la synthése se déroule en dehors de la cellule grace a
des enzymes excrétés par la bactérie. Par exemple les dextranes synthétisés par des bactéries
(Streptococcus et Leuconostoc).

En ce qui concerne les hétéropolysaccharides, les différentes voies glycosyltransférases trés
spécifiques qui vont permettre la formation d'une séquence répétitive. L'unité répétitive est
assemblée a la membrane cytoplasimique par addition successive dunités glucosyle au

polysaccharide.
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Dans la deuxiéeme étape, les sequences vont étre ensuite exportées, Polymérisées et
I’hétéropolysaccharide finalement libérées dans le milieu pour se former (Simoes et Castro,
2001 ; Alem, 2010).

3.2.6. Role physiologique et application industriel des EPS :
3.2.6.1. Role Physiologique et biologique :

Le rble des EPS pour la cellule le plus souvent proposé est de nature protectrice vis a vis son
environnement. La capacité de s'enrober dans une couche d'EPS avec un forte teneur en eau la
rend plus résistante a la dessiccation et a la déprédation des protozoaires. La nature anionique de
la couche d'EPS autour de la cellule peut aider a capturer des minéraux essentiels et des nutriments.
EPS protegent les cellules contre la phagocytose. Il semble qu’il existe une relation entre
I’encapsulation de la bactérie et les phénomenes de virulence. En augmentant 1’hydrophobicité de
la surface bactérienne, la capsule diminue sa disposition a étre absorbée par les neutrophiles
(Brahimi. A et Brahimi. S, 2006).

3.2.6.2. Le role symbiotique des exopolysaccharides :

Les polysaccharides extracellulaires (EPS) produits par les rhizobia sont essentiels pour

I’établissement d’une fixation symbiotique d’azote avec les légumineuses (Broughton, 2000 ;

Gharzouli, 2006 ; Chataigne, 2007).

La fonction réelle des EPS dans la symbiose est la signalisation ils sont aussi contribuent a
la fixation de I'azote en empéchant les pressions élevées de I'oxygéne (Kumari, 2008 ; Gallego,
2006), Ou I’absence des exopolysaccharides bactériens provoque chez la plante la production
excessive de composés phénoliques qui colorent en brun les racines et provoquent une apoptose

des cellules infectées, ainsi que la mort des bactéries.
3.2.6.3. Les applications médicales des exopolysaccharides :

L’utilisation des EPS dans le domaine médical peut étre liée aux propriétés
physicochimiques des exopolysaccharides, en particulier leurs propriétés rhéologiques et la
capacite de certains exopolymeéres a retenir 1’cau. Ces caractéristiques ont conduit a leur utilisation
en medecine en tant que substituts de plasma, de peau ou pour le transport de principes actifs.
(Baddiley et al., 2008).

a. Substituts de plasma

Les dextranes sont employés comme substituts de plasma sanguin. La majeure partie des
dextranes destinés a 1’utilisation clinique proviennent de la souche Leuconostoc mesenteroides.
Les fractions utilisées ont une masse molaire de 75000 + 25 000 g/mol (Sutherland, 1996).
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b. Peau artificielle

Des dérivés de dextranes sont également employés pour le traitement de Iésions de la peau.

Ce produit réduit le dessechement des plaies et favorise la cicatrisation.

De méme la cellulose bactérienne produite par Acetobacter xylinum possede une forte
capacité d'absorption d'eau et peut étre exploitée en chirurgie comme peau artificielle provisoire
pour diminuer les pertes d'eau ou pour empécher la déshydratation des tissus. Appliquée humide,
elle semble, apres bralure, activer la croissance des cellules de la peau humaine. (Lakhal, 2011).

c. Transport de principes actifs

Les exopolysaccharides de la famille des gellanes ont la propriété de former des gels en
solutions aqueuses, ces polymeres sont utilisés pour le transport de principes actifs dans la région
oculaire (Meseguer et al., 1996 ; Carlfors et al., 1998). Les gellanes servent également a la
libération progressive de médicaments. D’autres applications concernent leur utilisation Comme
agent gélifiant pour des produits d’hygiéne corporelle (cosmétiques, dentifrices...) (Sutherland,
1998).

3.2.6.4. L’industrie alimentaire :

Il est largement utilisé dans les industries alimentaires comme un agent gélifiant,
épaississant, émulsifiant, modificateur de texture en remplacement des hydrocolloides

commerciaux (Kavitake et al., 2019).

Le curdlane produit par les bactéries du genre Agrobacterium et Rhizobium (Lee et al,
1997). lls sont utilisés au Japon pour améliorer et modifier la texture des aliments comme les pates

de poisson et les gels de feves.

Le gellane polysaccharide synthétisé par Sphingo monaspaucimobilis est utilisé comme
additif alimentaire aux Etats Unis et en Europe.

Le pullulane est un polysaccharide ayant une trés bonne solubilité dans I'eau ainsi qu'en
présence d'ions. Ce polysaccharide, synthétisé par Aureobasidium pullulans, est utilisé au Japon
comme film d'emballage alimentaire. Une solution du polymere peut étre appliquée directement
sur lI'aliment et former une couche sans odeur et sans godt (Sutherland, 1998).

3.2.6.5. L’industrie du pétrole :

Le xanthane produit par les bactéries Xanthomonas campestris est utilisé dans la
récupération assistée du pétrole. I1 est utilisé en association avec des détergents et il sert d’agent

de régulation de la fluidité lors de I’injection d’eau dans les puits. Il permet a I’eau de pénétrer
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dans les pores des roches dont elle déloge le pétrole et permet de compenser la baisse de pression

dans les puits épuisés, ce qui facilite la remontée et la sortie du pétrole (Sutherland, 2002 ; lakhal,

2011 ; Alem ,2011).

Tableau 8 : Propriétés et attributs fonctionnels de certains exopolysaccharides
bactériens.(Nwodo et al., 2012).

Composition s L Souche
EPS Propriétés Applications .
de EPS bactérienne
Aliments, Industrie
Non-ionique, .
pharmaceutique
bonne
e (Expandeur de L.
Dextran Glucose stabilité, _ _
volume sanguin) et | mesenteriodes
comportement
fluide Support
chromatographique
Hydrocolloide
alimentaire et
médicales
Acide Capacité (pansements
guluronique et gélifiante, chirurgicaux, P. aeruginosa
Alginate _ . .
acide formation de | gestion des plaies
mannuronique film et la libération
contrélée de
drogues)
Haute Aliments, industrie
Glucose, viscosite, pétroliére,
mannose Stable .
anthan _ produits Xanthomonas
Etacide aune pharmaceutiques, Spp.
guluronique température cosmétiques et
large, personnels
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pH et produits de soins
concentration

de sel

Gammes

Capacité de
formation de

Aliments, industrie
gel,

pharmaceutique, Rhizobium

curdl Gl insolubilité, meliloti et

urdlan ucose \ _
comestible et enlévement des Agrobacterium

métaux lourds et radiobacter
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une avtivité
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3.2.7. Facteurs influen¢ant la production d’exopolysaccharides :

I est important de se rappeler que la production d’EPS dépend d’abord de la souche étudice.
Ce ne sont pas toutes les souches de bactéries qui produisent des polysaccharides qui sont excrétés
dans le milieu, la production peut varier d’une souche a I’autre dans le méme genre bactérien
(Benahmed, 2010).

La structure, la composition et la viscosité des exopolysaccharides bactériens dépendent de
plusieurs facteurs tel que la composition du milieu de culture, la source de carbone et d’azote, les
sels minéraux, le type de la souche et les conditions de fermentation (pH, température, la

concentration d’oxygéne et I’agitation) (Duta et coll, 2006 ; Mohous, 2018).
3.2.7.1. La température :

La température d’incubation est un parameétre ayant un impact important sur la production
d’EPS, plusieurs auteurs affirment que la production des exopolysaccharides est plus importante
aux températures sub-optimales de croissance chez les bactéries .Ce phénomeéne s’explique par
I’hypothése émise par Sutherland en 1972 qui suggere que, lorsque la croissance bactérienne est
ralentie a des températures basses ou élevées, la synthése du polymeére est stimulée car la plus part
des enzymes qui interviennent dans la production des polysaccharides telles que les
glycosyltransférases et les polymérases. Dans des conditions de croissance optimales qui stimulent
la production de lipopolysaccharides ou de peptidoglycane, la synthése d’EPS est réduite en raison

de non disponibilité des enzymes et des intermédiaires lipidiques (Dirk bergmaier, 2002).
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3.2.7.2. LepH :

Le pH du milieu de culture affecte aussi la production d’EPS chez les bactéries lactique. un
pH voisin de la neutralité est favorable a la production d’EPS. Le contr6le du pH lors de la
fermentation favorise la production d’EPS. La production des EPS par Delbruekiissp bulgaricus

est trois a quatre fois plus lorsque le pH est controlé (Dirk bergmaier, 2002).
3.2.7.3. La source de carbone et d’azote :

La source de carbone a une influence majeure sur la biosynthése des EPS par les bactéries.
En plus du type de sucres (glucose, galactose....) et du rapport entre eux, la concentration des

sucres peut avoir un effet stimulant sur la production des EPS (Bergmaier, 2002).

La production d’EPS par Rhizobium sp est augmentée en présence des 13 sucres testés avec

un maximum de production dans un milieu contenant 1% du glucose (Gharzouli, 2013).

Chez Rhizobium, une limitation de 1’azote résulte en une production accrue d’EPS
(Gharzouli, 2013).

3.2.7.4. La concentration du phosphate :

La biosynthese des EPS 1 est stimulée par un stress hyper-osmotique, a des concentrations
trés élevées en phosphate (»150mM). Par contre la carence en phosphate stimule la production des
EPS 11, ce qui indique que la concentration en phosphate est un signal qui affecte le type d’EPS
produit par S. meliloti (Gharzouli, 2013).

3.2.7.5. Les sels minéraux et les cofacteurs :

Les sels minéraux ont aussi une forte influence sur la production d'EPS. Des ions comme le
Mg2+, K+, Fe3+ et Ca2+ peuvent agir comme des cofacteurs essentiels a la synthése des

polysaccharides (Yang et al., 2018).

Fischer et ses collaborateurs (2003) ont rapporté qu’en présence d’un stress salin (300mM
du NaCl) induit une modification dans la structure des polysaccharides bactériens (Gharzouli,
2013).

3.2.8. Production d’EPS in vitro chez les rhizobiums :

Un inoculum initial est obtenu a partir d’une culture cultivée a 28°C pendant 48 heures et
centrifugé a 6000 rpm pendant 15 minutes. Le culot obtenu est resuspendu dans 5 ml de solution
de KCI 0.85% et inoculé dans un erlen Meyer de 250 ml contenant 1200 ml du milieu de culture
liquide. Les cultures de 100 ml sont incubées a 28°C pendant 5 jours dans un bain-marie avec une

agitation constante (Alem, 2011).
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3.2.9. Méthode d’extraction et purification des exopolysaccharides :

Apres 5 jours d’incubation, les solutions de cultures sont soumises a la centrifugation a 6000
rpm pendant 15 minutes a 4°C afin de séparer les cellules bactériennes du milieu. Le pH du
surnageant obtenu est ajust¢ a pH=7.25 par I’addition de soude (NaOH) de 1IN ou d’acide
chlorydrique (HCI) de 1N.

Dans la deuxieme étape, les polysaccharides contenus dans le surnageant sont ensuite
précipités par 1’ajout de 6g de NaCl (Concentration finale de 1M) qui peut aider a la précipitation
des EPS charggs, suivi par I’addition de 100 ml d’¢éthanol froid de 95% pour 100 ml de surnageant

Les échantillons sont gardés a 4°C pendant une nuit avant d’étre centrifugés de nouveau
pendant 15 minutes & 4°C (précipitation des EPS se faite a 14000g) pour donner un culot qui
constitue les exopolysaccharides (Alem, 2011).
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100 ml de culture liquide
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(EPS + bacteries)
|
Centrifugation
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l — & Culot bactérien
Surnageant + NAOH ou HCL ph 7.25
+ MNacl 181
+Ethanol 1V
Precipitation des EPS a 4¢” une nuit se faite 3 14000 g
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Dosage avec la methode de phenol acide sulfurique

Figure 28 : Schéma de I’extraction et de la purification des polysaccharides (Alem, 2011).
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Chapitre 1V Résultats et discussions

La recherche des souches de rhizobium résistantes et les comportements physiologique sous
les conditions abiotiques est la préoccupation des projets de recherche et primordiale pour
comprendre les différentes réponses vis-a-vis des facteurs du milieu environnementale des deux
symbiotes. Dans ce chapitre, on discutera les resultats obtenus des différentes études portees sur
I'effet de NaCl, de pH et de température sur la croissance et la survie des souches de rhizobium et

les moyenne de tolérance.
1. Effets du NaCl sur la croissance des souches et la production d’EPS :

a. Les résultats obtenus par Brahimi.S et Brahimi.A (2006) sur 1’étude de I’effet de NaCl,
sur la croissance et la production d’EPS des souches isoller de la région de Médéa a partir de la
plante Medecago Polymorpha sont illustré dans le tableau 9. La tolérance des souches est suivie
sur milieu YEMA additionnée de la concentration croissante de NaCl (2, 100, 200, 300,400 mM).

Tableau 9 : effet de NaCl sur la croissance et la production d’EPS du rhizobium. (Brahimi.S et
Brahimi.A, 2006)

NaCl (mM) Diamétre (mm) S1 S2 S3 S4 S5
Nombre de la colonie 4 2 1 2 2
2

poids d’EPS (ug) 5 8 4 6 6
Nombre de la colonie 2 3 1 1 3

100
poids d’EPS (ug) 5 5 3 3 4
Nombre de la colonie 1 4 1 1 1

200
poids d’EPS (ug) 2 5 3 2 2
Nombre de la colonie 1 1 1 1 2

300
poids d’EPS (ug) 2 4 2 3 3
Nombre de la colonie 1 4 1 2 4

400
poids d’EPS (pg) 3 9 4 4 8
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Figure 29 : L’effet de NaCl sur la croissance et la production d’EPS des rhizobiums
(S1,S2, S3, S4, S5). (Brahimi.A et Brahimi.S, 2006).
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La variation de la croissance et la production d’EPS et la capacité des rhizobia a supporté
une augmentation de salinité, est varié considérablement d’une souche a I’autre. (S1 et S4) : est
inversement proportionnelle a la concentration de NaCl de milieu ; elle est maximal dans les
conditions normales et diminue progressivement avec la concentration de NaCl du ce fait les
souches S1, S4 ne tolérent pas la forte concentration de NaCl. Les mémes constatations décrites

par Sebbane, N (2001).qui a signalé la faible tolérance des souches de rhizobium de nord d'Algérie.

A 300 mM, les souches S2, S3 semblent reprendre I'activité puis ralentissent a 400 mM de
NaCl ce résultat ressembles a celles décrie par (Taguette, 1997; Ramdani, 2011). Par contre la
croissance et la production d'EPS des souches S5 sont proportionnelles avec les concentrations
d'NaCl du milieu. Ce comportement n'est pas tenir en compte de faite que la croissance et la

production d’EPS prend la méme variation.

b. L’étude munie par (Alem, 2010) montre que Les souches collecter de la plante Medecago
Sativa de la région d’Oran ont été cultivées sur milieu YEMA solide additionné de NaCl, des
concentrations allant de 100 jusqu’a 800 mM sont utilisées. Les résultats de la tolérance a la salinité

de ’ensemble des souches sont présentés dans le (tableau 10).

Tableau 10 : Effet de NaCl sur la croissance des rhizobiums (Alem, 2010).

NaCl Témoin | 100mM 200mM | 400mM 600mM | 800mM
souches
Stm2233 +++ +++ +++ ++ ++ +
Stm1081 +++ +++ +++ ++ + -
Stm1823 +++ +++ +++ ++ + -
Stm1825 +++ +++ +++ ++ + -
Stm1082 +++ +++ ++ + + -
Stm2058 ++ ++ ++ + - .

+faible croissance ++ bonne croissance +++ trés bonnes croissance -pas de croissance

Les souches se sont avéré tres tolérantes a des concentrations élevée de NaCl peuvent étre
justifiée par I’isolement de ces souches d’une zone salée (la sebkha de misserghine). Située dans
la région d’Oran il est souvent dit que les sols salins sélectionnent naturellement des souches plus

tolérantes a la salinité.
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Tous les souches peuvent croitre jusqu’a une concentration de 600 mM de NaCl a
I’exception de souche stm 2058 qui est inhibé a cette concentration. Toutefois un développement
a une concentration saline de 800 mM a été rapporté pour la souche Sinorhizobium medicae stm

2233 extrémement tolérante.
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Figure 30 : courbes de la survie bactérienne et la production d’exopolysaccharides par les
souches de rhizobiums sp stm (1823, 2058, 2233) (Alem, 2010).

La figure 30 présente les courbes de viabilité et de production d’EPS des souches stm 1823,

stm 2058, stm 2233 en fonction de différente concentration de NaCl.
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Les resultats montrent que le nombre de cellules viables diminue avec I'augmentation de la
concentration de la salinité, cette diminution semble étre plus importante lorsque la souche est
cultivée a 600 mM de NaCl, Par contre, la production d'EPS est toujours augmentée en fonction

de la salinité.

c. I’étude porté par (Mouhous, 2018) indique les souches bactériennes isolées de la région
de Béjaia a partir de légumineuse sont mises en culture dans des tubes contenant 5 ml du milieu
YEMB, additionné de quantités croissantes de NaCl (100, 200, 400, 500 mM). La valeur de la
croissance est obtenue par lecture de la densité optique (DO) a 630 nm, Aprés incubation sous

agitation a 28°C pendant 6 jours.
Les résultats de 1’effet du NaCl sur la croissance des souches de rhizobia, sont illustrés dans

la (figure 31).

0,25

0.2 \/\

01 X —
0,05 \/ __-—-———-—-

100 200 300 400 500

— ] — 0 53 —

563 57 4 £

0,14
0,12
0.1

0,08
0,06
0,04 \/\

0,02

58

59 B.cytisi

Figure 31 : I’effet de NaCl sur la croissance des rhizobiums (mouhous, 2018).
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La figure 31 présente les courbes de viabilité des souches de rhizobium en fonction de

déférente concentration de NacCl.

Ces résultats montrent une variabilité de réponse vis-a-vis du NaCl. En effet, la croissance a
100 mM de NaCl. Au—dela de cette concentration, la croissance des souches 1,2 et la souche
Bradyrhizobium cytisi présentent un optimum de souches S1 et S2 diminue progressivement. Les
souches 4, 6 ,7 et 8 présent un optimum de croissance a 300 mM de NaCl, au-dela de cette
concentration les souches subissent une diminution de leur croissance. Concernant la souche S3,
I’optimum de sa croissance est a 400 mM. La croissance de la souche S5 augmente avec

I’augmentation de la teneur en NaCl.

A la lumiere de ces résultats, nous pouvons conclure que les souches S3, S4, S5, S6, S7 et
S8 supportant une salinité au-dela de 300 mM.

Selon les trois expériences on dit :

La salinité agit négativement sur la persistance et sur le développement des rhizobia (Zahran
etal., 1994 ; Graham, 1998). Les rhizobia (Mandal, 2014). Différent dans leur aptitude a tolérer
de fortes concentrations en sels. Cette tolérance dépend des espéces et des souches (El Sheikh et
wood, 1989, 1990).

Selon Wilson et Noris (1970), puis Rai (1983) montre que les limites de tolérance au sel de
différentes souches de Rhizobium varient considérablement de 50 a 400 mM. De méme (Subba
Rao et al., 1972 ; Rudulier et al., 1983) ont signalé des tolérances des Rhizobium meliloti a la

salinité peuvent attendre jusqu'a 35g NaCl.

Selon Taguett (1997) la tolérance des Rhizohium durant le stress osmotique suit I'une des
stratégies suivantes : soit un arrét de la croissance cellulaire et augmentation de synthese des
exopolysaccharides. Soit une augmentation de la biomasse cellulaire en diminution de la synthése
des exopolysaccharides. (Taguett, 1997 ; Ramdani et al., 2001) ont constaté une forte production
des EPS, par les souches de Rhizobiums lorsque le milieu contient des concentrations de NaCl
élevé. La survie d'une souche bactérienne en présence d'une osmolarité croissante du milieu
extérieur, nécessite une stratégie adaptative pour que la bactérie maintienne une pression
osmotique intracellulaire supérieure a celle du milieu extracellulaire. La réponse des micro-
organismes aux variations de pression osmotique (osmorégulation) se traduit généralement par une
accumulation plus ou moins importante des molécules organiques protecteurs, come par exemple
les acides aminés et les carbohydrates, afin de maintenir la turgescence de la cellule et de limiter

les dégats causés par le sel (Botsford et Lewis, 1997 ; Le Rudulier, 2005).
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De plus, plusieurs auteurs s'entendent pour dire que les carbohydrates d’'EPS ont un rdle
essentiel dans I'adaptation osmotique chez les rhizobiums, et que la quantité de ces carbohydrates
ont été influencé lorsque ces souches sont cultivées en conditions d'osmolarité élevée (Leigh et
Coplin, 1992 ; Breedveld et Miller, 1994).

2. Effet de pH sur la croissance des souches :

a. Les résultats obtenus par Mahboub (2018) concernant I’étude de I’effet de pH, sur la
croissance des souches isolées de la region Oum Elbouaghi a partir de la plante Hedysarum

pallidum sont illustrés dans (la figure 32).
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Figure 32 :I’effet de pH sur les souches étudiés par Mahboub (2018).

Les souches (S1, S2, S3, S4, S5, S6) ont la capacité de croitre dans I’intervalle de pH 4 a
pH9. D’aprés les résultats, I’optimum de croissance de toutes les souches étudiées est observé a
pH7. Ces résultats sont en concordance avec les travaux de Torche (2006) qui ont montré que la

majorité de ses souches ont la capacité de pousser dans I’intervalle de pH 4 a 10.

b. Les résultats obtenus par Brahimi. A et Brahimi. S (2006) isolées de la région Médéa a
partir de la plante Medicago polymorpha sont illustrés dans (la figure 33).
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Figure 33 : effet de pH sur la croissance des souches étudiées par Brahimi. A et Brahimi. S(2006)
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La plus part des souches sembles tolérent a une large gamme du pH de milieu. Pour le pH
acide les souches S3 et S5 pousse mieux a pH 5. Pour les autres souches 1’optimum de croissance
se situe entre pH 6 et pH 7. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Brock et Anyango cité
par (Ballen et al., 1998) ont montré que les pH optimum de croissance de sinorhizobium meliloti

et rhizobium etli sont pH 6.8 et pH 7.

c. Les résultats obtenus par Saoudi (2008) isolées de la région Biskra a partir de la plante
Astragalu sarmatus sont illustrés dans la (figure 34).
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Figure 34 : effet de PH sur la croissance des souches étudiées par Saoudi (2008).

Au-dela du pH optimum de croissance (pH 6.8), on observe une croissance normale aussi au
pH légerement acide (pH 5.6) ou basique (pH 8.8, 9.8).Ceci est en accord avec la bibliographie ou

les rhizobia se cultivent aux pH intermédiaires (Vincent, 1970 ; Struffi, 1998).
Selon les trois expériences on dit :

La croissance des souches est capable entre pH 4 et pH 9 avec un optimum de croissance
généralement a pH 7. Pour faire face a I’effet de pH de milieu la bactérie oriente les voies de
biosynthése vers des mécanismes de tolérance tel que la synthése des tampons cytoplasmiques,

translocation de proton H+ et amélioration de pH interne de la cellule.
3. Effet de température sur la croissance des souches :

a. (Saoudi ,2008) a travaillés sur les souches de 1’études (Ast 11, Ast 2) isolées de la région
de Biskra, Algérie a partir de la plantes hote Astragalus armatus. Les résultats sont illustrés dans
le (tableau 11).
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Tableau 11 : Action de la température (Saoudi, 2008).

souches 4° 28° 37° 45°
Ast 11 + + + )
R.sullae + + + -
R.L.bv.t + + + -
Ast 2 + + + -
R.l.bv.v + + + -
M.ciceri + + + B}
+ ! il y’a de croissance - pas de croissance

Les résultats de (tableau 11) montres que Les isolats Ast 2 et Ast 11 et les souches de
Rhizobium se cultivent bien aux températures normales de croissance (4°C, 28°,37° C). A 45°C,
la croissance n’est pas observée. Ce résultat s’observe aussi pour la souche de Mesorhizobium
ciceri (isolée a partir des nodules de Cicer arietinum). Aussi en retrouve ¢a chez Mesorhizobium

huakuii (Chen, 1991), espece isolée a partir de la Iégumineuse Astragalus sinicus.

L’action de la température n’a pas d’effet de la méme maniére sur les bactéries dans leur
habitat naturel, dans la mesure ou les composants du sol exercent une action protectrice vis a vis

des températures extrémes.

b. (Aderrahim et Imakhloufene, 2016) ont travaillés sur les onze souches de Rhizobium
sp. Appartenant a la collection du Laboratoire d’Ecologie Microbienne sont utilisées dans cette
étude. Ces souches (AKE1, AM11R, EA2, EB1, EC6, ES8, MEK6, MT2, UE28, UM2 et la souche
de référence RLV) proviennent de différentes régions de Bejaia et sont isolées a partir des nodules

de Vicia faba. Les résultats sont illustrés dans (Figure 35).
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Figure 35 : Courbes de croissance des souches de Rhizobium sp a différentes températures
(Aderrahim et Imakhloufene, 2016).

Les résultats montres que la majorité des souches qui sont étudiées présentent un optimum
de croissance situé entre 26°C et 30°C (Figure 35). Au-dela de cette gamme, on remarque que la
croissance des souches EB1, EC6 et ES8 reste stable jusqu’a 34°C puis diminue progressivement.
Il'y a lieu de signaler que la croissance de ces souches est plus importante que celles des autres
souches aux différentes températures testées. A I’exception de la souche MT2 qui présente une
croissance faible mais stable, les souches AM11R, EA2, AKE1, UE28, MEKG® ainsi que la souche
de référence RLV sont tres affectées par les températures a 32°C puisque leurs charges finales sont

inférieures a la charge initiale.

D’aprés (Gauri et al., 2011) la majorité des souches isolées de Trifolli umalexandrinum ont
la capacité de croitre a 36°C, tandis que certaines souches survivent a 38°C. Ces résultats sont
comparables a ceux obtenus avec les souches EB1, EC6, ES8 et MT2 Selon (Yadav, 2013).

c. Pour s’avoir le seuil de tolérance a la température des rhizobiums au niveau de laboratoire
(Mahboub, 2018) extrait 6 souches appartiennes a la plante Hedysarum pallidum proviennent de
Oum Elbouaghi, Algérie et les examiner sous différents température. Les résultats sont illustrés
dans le (tableau 12).
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Tableau 12 : température de croissance (Mahboub, 2018).

T(C®) 4°C 22°C 30°C 37°C 44°C
Souches 10] 24h | 48h | 24h | 48h | 24h | 48h | 24h | 48h
S1 - ++ | A | | + + - +
S2 +(8)) ++ | 4+ | | - - - -
S3 - + ++ + ++ + ++ - +
S4 +(3)) ++ | 4+ | | - - - -
S5 - + ++ + ++ - + - -
S6 +(2)) + ++ ++ | +++ ++ | +++ - -
R4 +(3)) ++ | 4 | | A | | - -
R5 + (7)) + +++ | ++ | +++ + + ++ | +++
R6 + (6)) ++ | +++ | ++ ++ + + - -

+ : faible croissance, ++ : moyenne croissance, +++ : bonne croissance

Généralement, la plupart des souches sont capables de croitre a une température varie de 4°C
a 37°C avec une bonne croissance dans I’intervalle de 20 °C a 30 °C. Concernant la température
44°C, les isolats sont incapables de pousser a cette température contrairement aux souches S1, S3
et R5 qui sont thermotolérantes. Pour la température 4°C, les isolats S1, S3 et S5 n’ont pas pu
pousser. Les souches isolées par (Benselama, 2015) montrent une croissance optimale entre 20 et
37°C et celle isolées par (Hatimi et al., 2000) sont relativement tolérantes aux températures
élevées jusqu’a 42°C. Les températures ¢levées inhibent généralement la croissance des micro-
organismes. Ainsi chez les rhizobia, les hautes températures peuvent empécher la nodulation et

inhiber la fixation d’azote (Cacciari et al., 2003).
D’apres les trois expériences c¢’est dessus on peut conclure que :

Généralement les souches rhizobiennes sont bien développer dans ’intervalle (15 -30) °C

sachant que 20°C est la température optimale.
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Les hautes températures (36, 40 et 42°C) altérent également la composition de la surface
cellulaire (EPS et LPS) (Yadav, 2013), et engendrent la déshydration et la dégradation des
enzymes de la voie métabolique des bactéries.

La tolérance aux hautes tempeératures serait due a un changement de la quantité des EPS au
niveau de la surface cellulaire et a I’induction de la synthése des protéines appartenant a un groupe
specifique de lipopeptides connus comme des protéines de choc thermique (HPS). Toutefois, trois
protéines de choc thermique (106.9, 83.1, 59.5 KDa) ont étaient rapportées pour étre produites et

accumulées par différentes espéces de rhizobiums (Nandal et al., 2005).
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Conclusion

La salinité des sols joue un role majeur dans le processus de sélection microbienne, le NaCl
et en général un bon indicateur de tolérance bactérienne a la salinité. La sensibilité des souches de

rhizobium a la salinité varie d’une souche a l'autre.

Les souches a croissance lente n’ont pu croitre au-dela de 0,2 M de NaCl alors que les

souches & croissance rapide ont toléré des concentrations jusqu'a 0,4 M de NaCl.

L’addition de faible et de moyennes concentrations de NaCl dans le milieu de culture retarde
la croissance bactérienne, se traduisant par une augmentation du temps de génération des souches
bactériennes. A fortes concentrations, la croissance est inhibée. Le retard est liée a une phase de
latence plus longue, qui serait d0 a une adaptation au milieu salé, caractériser par la production
d’exopolysachharides et accumulation des composée compatibles et synthése des protéines

chaperons.

La plus part des souches tolerent a une large gamme du pH (entre pH 4 et pH 9) avec un
optimum de croissance genéralement a pH 7. Pour faire face a I’effet de pH de milieu la bactérie
oriente les voies de biosynthese vers des mécanismes de tolérance tel que la synthese des tampons

cytoplasmique, translocation de proton H+ et amélioration de pH interne de la cellule.

L’évaluation de I’effet de la température sur la croissance des souches a permis de mettre en
évidence une grande diversité de réponses, les souches rhizobiennes peuvent tolérent la haute

température 36-42 °C avec une croissance optimal dans I’intervalle de 20 a 30 °C.

La tolérance aux hautes températures serait due a un changement de la quantité des EPS au
niveau de la surface cellulaire et la synthése des protéines de choc thermique (HPS). Produites et
accumulées par différentes especes de rhizobiums pour faire face les valeurs de température
extrémes (Nandal et al., 2005).
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Annexe | : matériel

Matériels non biologiques :

A. solutions, produits et milieux :
Ethanol a 90°.

Solution de HgCl. & 0.1%.

Eau distillé stérile .

Eau physiologique stérile a 0.85% de NaCl.
Solution de rouge congo (2.5g/1).
Mannitol en poudre.

Extrait de levure.

K2HPO4,

MgSQs4, 7H20.

Chlorure de sodium (NaCl).

Agar Agar.

Solution de violet de gentiane (I P A).
Solution de lugole (I P A).

Solution de fushine.

Huile a immersion.

Huile de paraffine stérile.

Solution étalon pour I’étalonage de pH-métre.
Solution de HCL.

Solution de NaOH.

B. petits matériel et verrerie :

Verrerie (Béchers, Burette, Flacons en verres, verres de montres et Spatule, Pipettes, Tubes en

verre, Tiges en verre).



Annexes

Matériels microbiologique :

Lames et lamelles.

Pipettes pasteurs.

Bisterie.

Bec bunsen.

Seringues de 5 ml et de 10 ml stérile.
Boites de pétrie en plastique.

Autres thermometre, micropipette a volume réglable, regle, marqueur, papiers d’aluminiums, plats

propre.
Grands matériels :
Balance.

pH-métres.

Etuve 28°C/50°C.
Bain marie.
Microscope optigue.
Autoclave.

Annexe Il : milieu de culture

Composition de Milieu YEMA solide pour la culture des rhizobiums :

Mannitol .........ccoovevviiiieee 10g
Extrait de levure .......cccoevevveveiieiees 044¢g
KH2P Ot eeeeeeeeeseses e 059
MGSO47TH20 ... 0,29
NACl. ..o 0.12¢g
AGAr-Agar ......cooviiieieeee s e 15¢g
Eau distillée ... oo, 1000 ml

pH final du milieu 6,8
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Préparation de milieu YEMA :

- Dissoudre les sels dans 1 litre d’eau distillé.
- Ajouter Mannitol et extrait de levure.

- Ajouter Agar Agar et rouge Congo.

- Ajuster pH 4 6.8.

- Autoclave a 121°Cdurant 20 minutes.

Composition de Milieu YEMB liquide pour la culture des rhizobiums :

Mannitol ... 10g
Extrait de levure ..........ccoceeeeeivcieeee e, 0449
KH2POA.... .o e .05¢g
MQgSOa, 7TH20. ..o 0,29
NACl....ooiiiieir e 0.12¢g
Eau distillée ..... .o 1000 ml

Préparation de milieu YEMB :

- Dissoudre les sels dans 1 litre d’cau distilé
- Ajouter Mannitol et extrait de levure

- Ajuster pH 2 6.8

- Autoclaver & 121°C durant 20 minutes

Annexe 11 : coloration de Gram :

C’est une coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi bactérienne,

et d’utiliser ces propriétés pour les distinguer et les classifier en deux grands groupes : bactéries

dites Gram positive et bactéries dites Gram négative.

Protocol :

- Un frottis fixé a la chaleur sous la hotte a flux laminaire, est recouvert par un colorant basique le

violet de Gentiane.

- Laisser agir pendant 1minute.

- Chasser le violet avec le lugol, ensuite recouvrir le frottis pendant 30 secondes.
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- Laver a I’alcool-acétone et le surplus de la solution décolorante est chassé par un lavage a I’eau

courante.
- Recouvrir le frottis par la Fushine et laisser agir durant 1 minute.

- Laver a nouveau avec de I’eau, puis égoutter la lame sur du papier absorbant et enfin observer

au microscope.
Annexe IV : galerie APl 20NE :

La galerie AP1 20NE (BioMeérieux, 20050) (Appareillage et Procédé d’Identification) est un
systetme standardis¢ pour I’identification facile et rapide des bacilles a Gram négatif non

entérobactéries a I’aide de vingt tests biochimiques.

Tableau : APl 20 NE teste d’identification les non entérobactéries

Tests Réaction Négatif Positif
NO3 potassium nitrate incolore Rose — rouge
TRP L-tryptophane Incolore/ jaune Rose
GLU D-glucose Blue/vert Jaune
ADH L-arginine jaune Orange/rose
URE Urée jaune Orange/rose

Esculine: citrate de . s
ESC ; jaune gris/noir
er

Pas de diffusion du Diffusion du

GEL Gelatine ) _ _
pigment pigment noir
D-
PNPG galactopyranosidef34- incolore Jaune
nitrophenyl-
GLU Glucose assimilation Transparence Trouble
Arabinose
ARA Transparence Trouble

assimilation
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Mannose
MNE o Transparence Trouble
assimilation
Mannitol
MAN o Transparence Trouble
assimilation
N-acetyl-
NAG glucosamine Transparence Trouble
assimilation
MAL Maltose assimilation Transparence Trouble
Gluconate
GNT o Transparence Trouble
assimilation
CAP Caprate assimilation Transparence Trouble
ADI Adipate assimilation Transparence Trouble
MLT Malat assimilation Transparence Trouble
CTT Citrat assimilation Transparence Trouble
Phenyl-acetate
PAC S Transparence Trouble
assimilation

Annexe V : (SDS PAGE) :

Protocole expérimentale :

Le protocole expérimental est basé sur des techniques décrites par Laemmli (1970). La

quantité d’une anse de platine remplie de bactéries, est ensemencée sur un milieu de TRY et

incubée a 28°C pendant 24h. Une aliquote de 200 ul de chaque culture bactérienne, en phase

exponentielle de croissance, est centrifugée a 7000 tours/min pendant 15 min. La lyse des cellules

s’effectue apres traitement du culot bactérien obtenu par I’addition de 100 pl de tampon de lyse et

agitation pendant 20mn ensuite mis dans 1’étuve a 60°C pendant 20 min pour interrompre les ponts

disulfures.
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Un dép6t de 35 pl de chaque échantillon est mis dans un puit. L’électrophorese est réalisée
sur un gel de polyacrylamide de 12 %. Aprés migration et démoulage, le gel est mis dans une
solution de coloration contenant le bleu de Comassie et I’acide trichloracétique (60%) pendant une
nuit sous une faible agitation. Enfin le gel est décoloré dans I’eau distillée sous faible agitation
jusqu’a I’apparition des bandes polypeptidiques. Le gel est photographié¢ a 1’aide d’un appareil

photo numerique.



