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Title: isolation and characterization of symbiotic and nitrogen-fixing bacteria

from spontaneous legume nodules Hedysarum spinosissimum ssp.capitatum

Abstract :

Most studies on rhizobia have focused on the ifleation and systematics of
symbionts that nodulate crop legumes because wfithperoved yielding interests, however
few studies have access to endosymbiotic nitrogengfbacteria which nodulates species of
spontaneous legumes bacteria isolated from thenaxhiles of endemic legunge
Spinosissimum ssp.capitatum) located in the arid and semi-arid regions igekia by a study
of the phenotypic profiles by the examination adwgth variations of the endosymbiotic
isolates under different environmental conditiofise phenotypic characterization was
carried out using physiological tests (different, (N&Cl concentrations and temperature
tolerance), nutritional experiments (assimilatidémiéferent carbohydrates and amino acids).
datas were analyzed using an analysis of the \aitollowed by a multiple comparison test,
the biodiversity of the isolates was tested by €gpondence factorial analysis (CFA) and the
heat maps associated with double clustering . @jpdiensity measurements showed a clear
difference in carbohydrate uptake. They showed mari growth using L-leucine, D-alanine
and L-cysteine while B-alanine, L-phenylalanine &ngroline altered the development of the
tested isolates. BNLs have shown some toleranaeitiic pH and distinct sensitivity to
alkaline pH, otherwise high NaCl concentrationsehdgcreased growth rates of isolates with
a broad temperature resistance spectrum up ta43tudy of the BNLs biodiversity
associated witld spinosissimum ssp.capitatum by the ascending hierarchical analysis
revealed the presence of three different phenajypeps on the other hand the study of the
biodiversity of the isolates using the double @usig method (heat maps) shows that the
twelve bacteria isolated from the root noduleshefstudied plant are phenotypicaly divided

into two groups according to their growth rate.

Key words: H spinosiss mum ssp.capitatum,BNL ,arid and semi-arid
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I ntroduction

La rareté de l'eau caractérisant les environnenaidss et semi-arides tout au long
de l'année, les formes de vie, y compris les pdioms microbiennes, sont sélectionnées pour
résister aux conditions stressantes (Zahran, 2@&9. processus de sélection agissent a la
fois sur la communauté et les populations, rendifpopulations moins abondantes mais
phylogénétiquement diverses, et forcant les pojauata exprimer des caractéristiques leur
permettant de faire face a des conditions défalesatelles que la chaleur et la sécheresse
(Taketaniet al., 2017). A I'échelle mondiale, environ 60% des-190 millions de tonnes
d'azote fixées par an sont produites par des ®as vivants. Ce processus est connu sous
le nom de fixation biologique de l'azote (Hopki2€03). Les bactéries des nodosités des
racines sont des micro-organismes du sol qui ésbit une symbiose fixatrice d'azote avec
divers arbres et plantes herbacées a croissanoecl@atdans les terres cultivées et non
cultivées. La plupart de ces plantes hoétes sont ldgamineuses de la famille des
légumineuses-abaceae (alt. Leguminosae) originaire des régions aridesseni-arides
(Vandammest al., 2002, Azaniet al., 2017). Grace a leur capacité a établir des sysBbio
rhizobienne et mycorhiziens, les légumineuses fiXazote sont des éléments clés dans la
succession naturelle des écosystemes arides ouvas€les, car ils constituent une source
fondamentale d'entrée de l'azote dans la rhizosp{®odelguerfi et Abdelguerfi-Laouar,
2004; Pant et Pant, 2017). Par rapport aux hétgiods fixant I'azote et des bactéries
associées, les symbioses rhizobium-légumineuseigeptent le principal mécanisme de
fixation biologique de l'azote dans différents bps, y compris les déserts chauds-aride
(Zahran, 2017). Dans les symbioses Iégumineuseekinim, des bactéries spécialisées du sol
fixent I'azote atmosphérique dans les tissus de@sas des plantes en échange de l'obtention
de carbone de la plante héte. Cependant, des sobeltéériennes symbiotiques inefficaces
peuvent apparaitre, forcant ainsi la plante hétksariminer entre les microsymbiontes en
sélectionnant le partenaire le plus efficace. Dianprocessus de choix des partenaires, les
légumineuses peuvent empécher completement lebeouefficaces d'établir une symbiose,
ou de fournir moins de ressources nutritionnellesamctionnant ainsi des souches moins
efficaces (Westhoedt al., 2017).

Les grandes variations climatiques Nord-Sud dasmsdgions nord-africaines donnent

lieu a des formes de végétation trés diverses septent une richesse extraordinaire avec



plus de 500 especes végétales pastorales endénf@uézrel et Santa, 1962, Abdelguerfi et
Abdelguerfi-Laouar, 2004). En Algérie, les espéwégétales des systémes pastoraux et
fourragers sont remarquablement diversifiées andoti endémisme chez les Fabacées et les
Poacées (Kazi Tani at., 2009).

Cette étude pionniére dans la caractérisationtdeshia nodulanHedysarum spinosissimum

ssp capitatum pour la premiére fois tout au long de son aireépaurtition. Cette étude vise a :

v caractériser phénotypiquement les isolats en amitisles tests physiologiques et des
expériences nutritionnelles.

v/ comparer les taux de croissance de ces isolats.

v estimer la diversité de BNL en étudiant le lienreres isolats d'étude en utilisant
des méthodes de regroupement basées sur la coEsdarbactéries dans différentes
conditions de culture, ce qui devrait éclaircicetnprendre la niche écologique des

isolats.

Il est important d'identifier les organismes awveau de la souche. Les effets bénéfiques

des milieux des cultures dépendent souvent deuiehgo
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Synthese bibliographique

1. la fixation de I'azote
1.1 L'azote

Parmi les éléments nutritifs nécessaires, celuiegtile plus souvent limitant pour la
Croissance des plantes. Ce nom est paradoxalediai il vient du préfixe «a-» Privatif et du

radical grec &ot>» (zoot) vivant —alors que l'azote est nécessaleevie (Pujic, 2009)

Tableau n°1 : Généralité sur I'azote (DAVID, 2009)

Nom, symboleg,Azote, N, 7

numéro

Série Chimique Non-métaux

Masse Volumique 1,25069/I

Masse atomique 14,0067#177;0,0002

UMA
Coloration Incolore
Odeur Inodore
Saveur Insipide

Dans notre vie, l'azote est présent dans les a@dasés, donc les protéines, 'ADN et la

chlorophylle, Il est alors un des éléments clé gewivant. Etant le constituant essentiel des
protéines, il intervient dans les principaux pratssde développement de la plante (F.A.O.,
2003). Sa forme la plus abondante, le diazote gih@&ue (N2. mais n’est pas directement

assimilable par la majorité des étres vivants.

Il est le seul élément nutritif qui n'est pas igeula roche mere. On le trouve dans la
nature sous deux états : a I'état libre ou il ¢rest80% de I'atmosphere terrestre et a I'état

combinég, sous la forme organique ou minérale, Tolgte formes azotées soit minéral ou bien



Synthese bibliographique

organique font partie d'un cycle de transformagbde recyclage dont le bon déroulement est

essentiel a I'équilibre des milieux naturels (DENAG00).
1.1.1 L’azote minéral

La minéralisation est la réaction biologique cosdoi a la formation de l'azote

minérale (Nitrique et Ammoniacal) a partir de I'\zorganique (Raven et al. ,2007).
1.1.2 Azote ammoniacal ou ammonium

L'azote ammoniacal résulte de la combinaison detka(N) et de I'hydrogene (H). Sa
formule chimique NH4+ est tres proche de celle du gmmoniac (NH3) d'ou elle dérive et
qui se volatilise dans l'air. C'est une forme eiskement transitoire et est le premier résultat
de transformation dans le sol de I'azote organ{guemonification). Il est soluble dans I'eau

mais bien retenu par le pouvoir sortant du sol fRaet al. ,2007)
1.1.3 Azote nitrique

Il se forme naturellement par combinaison de laZ) et de I'oxygéne (O) du sol. Sa
formule chimique est NO3-. C'est la forme la plispdnible pour les plantes qui provient de

la transformation de I'azote ammoniacal (Nitrifioat (Raven et al. , 2007)
1.1.4 Azote nitrite

Polluants chimiques les plus répandus, les nits@st produits par I'oxydation de
'ammoniaque ou proviennent de déchets agricoldmins et industriels. Les nitrites sont

extrémement toxiques et leur toxicité ne dépenddpgsH (PAGNI, 1998).



Synthese bibliographique

1.2 Le cycle de I'azote

Le terme cycle d’azote désigne I'ensemble des fimamations que subit 'azote dans
la biospheére, Le cycle de l'azote est le mouverdertazote entre la terre et I'atmospheére. I
consiste en une série de processus qui convelttikseote gazeux en substances organiques,
puis en azote naturel (figurel). C'est un cycletinanentretenu par les décomposeurs et
autres bactéries. Le cycle de l'azote peut étreordposé en quatre types de réaction
(Dommergue edl., 1999).

M VP T

Azote atmosphérique (N} <

1

e |

@

Décom pfuiaurs
{bacteries et champignans,
-aerobies et anaerobies)

Figure 01: Cycle de I'azote (Visionlearning 2000-2009.)
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1.2.1 Minéralisation de l'azote organique

Apres la fixation, l'azote moléculaire aboutit aftamation de substances azotées

organiques qui, une fois au sol, subissent la ralis@tion (Raven eidl, 2007).

La minéralisation est la réaction biologique cosdni a la formation de l'azote
minérale (Nitrigue et Ammoniacal) a partir de I'szoorganique (figure2). Les trois
principales étapes de ce cycle sont: 'ammonifacgtila nitrification et la dénitrification
(Raven etl, 2007).

N orea > NH, > NO, > NO;
ammonification T’m:;:?: oxyzlaltrl;:: du
b /
Y
nitrification

Figure 02Processus de minéralisation de 'azote (sa@008)

1.2.2 L'ammonification

L'ammonification est la transformation de l'azotgamique en ammonium (NH4+)
sous l'action de micro-organismes hétérotropheautjlisent des substrats carbonés comme
source d'énergie (VALE, 2006) car, elles n'ont jgasapacité d'oxyder le NO2- en NO3-.

Cette forme est transitoire et sera transforméienen azote nitrique.
1.2.3 La nitrification

La nitrification est la conversion biologique dazbte minéral réduit (NH4+) en azote
minéral oxydé sous forme de NO3- en passant pBid2-.C'est un processus contrélé par
certains micro-organismes spécifiques, qui conduitansformation de I'ion ammonium en
nitrite puis celle de nitrite en nitrate (BARBAULZ009).
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1.2.4 La dénitrification

La dénitrification est un processus microbien dmpiration alternatif (anaérobie) .Elle
est la principale voie de formation biologique d2, l[du cours duquel le nitrate est réduit en
formes volatiles de l'azote, comme l'azote gazeblR)(et 'oxyde d’azote (N20), qui

retournent ensuite a 'atmosphére (Rageal .,2007).

2. La fixation biologique de I'azote

La fixation biologique de I'azote est une activitécrobienne trés importante. Environ
175 millions de tonnes d’'azote atmosphérique s@introduits annuellement dans le cycle de
la vie par la fixation biologique (BARBAULT, 2009).

POSTGATE (1998) .La fixation biologique de l'azet la transformation du N2 de
I'atmosphere en ammoniac et son intégration dirdates le métabolisme de la plante.il s'agit
d'un processus par lequel l'azote est pris de waefanoléculaire normale et relativement
inerte (N2) dans I'atmosphére et converti en codpds&azote (comme ammoniaque, nitrate et

bioxyde d'azote).

La réaction catalysée est la suivante :

N2+8 H+ + 8 é + 16 Mg ATP 2NH3 +HBHUg ADP+16Pi
2.1 les microorganismes fixatrices d’azote

Deux groupes de microorganismes sont responsaldeda dfixation de l'azote
atmosphérique, fixateurs symbiotiques et les fixatenon symbiotiques (libres) .Le role des
microorganismes dans ce phénomene ont été recand®88 par Hellriegel et Wilfart en
constatant que des légumineuses non nodulées iekzdipable d’incorporer l'azote

moléculaire.

Ces organismes présentent pratiqguement tous les typ comportements en ce qui
concerne les relations plante-micro-organisme, rédations avec l'oxygene et les modes

trophiques comme le montre (tableau 02)
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Tableau 02: Exemples des différents types de micro-orgarssfixateurs d'azote (Roger et

al., 1996)

Micro-organismes libres

Aérobies Hétérotrophes

Azotobacter spp.; Klebspalleumoniae

Beijerinckia indica; Azospirillum

lipoferum

Phototrophes:
Cyanobactéries

Hétérocystéed\ostoc;

Calothrix; Tolypothrix

Homocystées Trichodesmium;

Oscillatoria

Unicellulaires Gloeothece; Gloeocapsa

Anaérobies Hétérotrophes

Clostridium pasteurianDesulfovibrio

vulgaris;

Desulfotomaculum spp.

Methanobacterium spp.

Phototrophes

Rhodospirillum  rubrum;

capsulata;

Chromatium vinosum

Microorganismes symbiotiques

Légumineuses

a nodules racinaires

Rhizobium meliloti

Bradyrhizobium japonicum

a nodules caulinaires

Azorhizobium caulinodans

Symbioses

actinorhizienne

U)

Frankia

Anabaena;

Rhodobacter
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Symbioses BAzolla Anabaena azollae
cyanobactéries
Cycas Anabaena cycadeae
Lichens Nostoc

Mousses et hépatiqugdostoc

2.1.1 Les fixateurs libres

Les fixateurs libres comprennent des genres variésbactéries aérobies
chimioorganotrophes (Acetobacter, Azobacter, Azikpn), bactéries anaérobies strictes
(Clostridium) ou aérobies facultatives (BacillusleBsiella, Pseudomonas), des bactéries
phototrophes a photosynthése anoxygénique (Rhotlwbad&khodospirillum) et des
cyanobactéries (Synechococcus) (Renier, 2008).

2.1.2 Les fixateurs symbiotiques

Malgré que les espeéces fixatrices d’azote sonemethit moins nombreuses que les
fixateurs libres mais ils sont le systeme fixateler N2 le plus important. Celles-ci sont
responsables chaque année de la réduction de lithende tonnes d'azote atmosphérique
en ammonium (FREIBERG et al., 1997)

On y rencontre essentiellement les rhizobiumsattimomycetes (Frankia) bactérie
filamenteuse (Hopkins, 1999), et des cyanobactéHebnont, 1995).1l s'agit notamment des
genres rhizobium, sinorhizobium, azorhizobium, Bra&obium et le cinquiéme genre
récemment découvert par Lindstrom et al. (1988eEpMesorhizobium (de Lajuide et al.,
2000)

a. Le genre rhizobium

Les rhizobiums sont des bactéries du sol qui sactanisent par leur faculté unique
d'infecter les poils absorbants des légumineusete giroduire sur les racines des nodules,

siege de la fixation d'azote atmosphérique (Fraetla¢, 2009).

lls sont des micro-organismes en forme de batoguieexistent uniquement a I'état
végétatif. Ce sont des bactéries Gram négatif. Adiérence de nombreux autres
microorganismes du sol, les rhizobiums ne prodtigaxs de spores. lls sont aérobies et
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mobiles (Jordan, 1984). Le rhizobium est classémpdes espéces économiguement
importantes. Cet intérét provient du fait de l'intpace de la quantité d'azote dont il peut
fixer. Cette fixation se déroule au sein des nddessur les racines des léegumineuses (Gage,
2004)

Il regroupe des bactéries dites a croissance rdfedgys de génération inferieur a six
heures), et comporte quatre espéces définies oBilnim leguminosarum, Rhizobium galegae
(Lindstrom, 1989), Rhizobium tropici (Martinez-Roroeet al., 1991), et Rhizobium etli
(Segovia et al., 1992).

b. Le genre bradyrhizobium

L’identification de souches a croissance lente mre@ 1932 mais leur classification
en un seul genre Bradyrhizobium a été établie padah en 1984 (EI- Hilali, 2006),
Comprenant les bactéries a croissance lente (Tdmpgnération supérieur a six heures). Ce
genre ne comprenait qu’'une seule espéce définiaigiegon caractérisation par jordan et
c’était Bradyrhizobium japonicum nodulant le s@ycine max) et le siratro (Macroptilium
atropurpureum). Les deux nouvelles espéces, Bramboium elkanii (Kuykendal et al.,
1992) et Bradyrhizobium liaoningensis (Xu et al9dp ont été récemment définies. Les
bactéries appartenant au genre Bradyrhizobium terfiécde nombreuses Iégumineuses

tropicales.
c. Le genre Sinorhizobium

Sinorhizobium meliloti a été isole de meliloti etractériser pour la premiére fois par
Dangeard en 1926. Il est actuellement constitué qdatre espéeces. Deux especes,
Sinorhizobium meliloti (Jordan, 1984; Eardly et 4990) et Sinorhizobium fredii (Schola et
Elkan, 1984), qui appartenaient auparavant au g&irzobium sont incluses dans ce
nouveau genre. Deux nouvelles espéces, Sinorhizobaheli et Sinorhizobium teranga ont
éte décrites (De Lajudie et al., 1994). Elles détréclassées au sein de genre Sinorhizobium

en tant que Sinorhizobium fredii (Chen et al. ,1988
d. Le genre Mesorhizobium

Ce groupe se distingue des autres rhizobiums par flagellation polaire ou
subpolairepar des souches a croissance intermgeiaire celles a croissance rapide et celles

acroissance lente et par la séquence de I'ADNr 18S.Rhizobium étant trés hétérogéne,
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plusieurs branches divergentes ont été taxonomigoeidentifiées. Celle de Rhizobium loti
est tres éloignée des autres branches et justifie & description d’un cinquieme genre qui a
été appelé Mesorhizobium et ou seront regroupé@sains Six especes, Mesorhizobium loti
(Jarvis et al, 1982), Mesorhizobium huakuii(Maoug2004), Mesorhizobium ciceri,
Mesorhizobium tianshanense, Mesorhizobium meditews, Mesorhizobium plurifarium
(de Lajudie et al., 1994)

e. Le genre Azorhizobium

Comprend une seule espece définit Azorhizobiumimadi&ns qui nodule les tiges et
les racines de Sesbania rostrata (Dreyfus et388)1, c’est cette bactérie qui une fois isolé de
la nature est tres utile pour fournir 'Azote né&saee a la plante. Les Azorhizobium seraient
des bactéries aquatiques ayant recu par conjugaisen des Rhizobium du sol (peut étre
desSinorhizobium) des genes de nodulation, et guaient devenus spécifique de la

nodulation de tige de la léegumineuse aquatique&eshostrata.

3. la symbiose

Elle permet a deux espéces différentes de vivrerebke, chacun tirant profit de
l'autre. La symbiose et souvent une relation régaliet obligatoire entre des partenaires bien
spécifiquesll est y a deux types de la symbiose Endo- et Befon la position relative des
partenaires, on parlera d’endo- ou ecto-symbiosée Symbiote se trouve a I'extérieur de
I'héte, on parle d’ecto-symbiose ; sinon, on paflendosymbiose. L’endosymbiose peut étre

intra- ou extra-cellulaire (Broghton, 2000).

3.1 La symbiose Rhizobium/légumineuse

La symbiose légumineuse- Rhizobium est le résultahe interaction hautement
spécifique entre la plante et la bactérie. Apr&snke&canismes complexes de reconnaissance
entre les deux organismes, la bactérie induit claeplante la formation d’'un organe
spécialisé, le nodule, a l'intérieur duquel la Baet se différencie en bactéroide capable de
fixer 'azote atmosphérique. L’établissement efiolectionnement de la symbiose sont sous le

contrdle génétique de chacun des deux parten&saga, 1998).
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Ce processus est indispensable a la plante poweédr 'azote sous forme réduit,
mais aussi au rhizobium pour obtenir les nutrimegtessaires a leur développement. Le
végetal fournit des matieres nutritives a la baetéelle-ci capte I'azote de l'air et le donne a
son héte (Raven et al., 2000). Grace a cette sywabies légumineuses sont capables de
pousser dans des sols pauvres en azote minérajanique (Gough, 2009).

3.2 Légumineuses
3.2.1 Généralités et classification

Les Iégumineuses constituent une immense famillplaetes dont le seul caractéere
commun ayant un ovaire libre, constitué par un smupelle qui donne un fruit appelé
gousseou légume (Come alt, 2006). Il s'agit de la troisieme plus grande féanides
Angiospermesen nombre d'espéces apres les Orcaalatdées Asteraceae, avec 727 genres
et prés de 20000 especes (Cronél £2009.

Cette famille comprend plus de plantes herbacéesedles que de plantes ligneuses ;
elle colonise aussi bien les régions tropicales lgaerégions tempérées ou arctiques. Cette
famille présente une importance économique majedeenombreuses espéeces constituent des
ressources en fourrage (luzerne, tréfle, sainfdiojs (palissandres), aliments (soja, haricot,
arachides), ou présentent des propriétés médisinhtaticoles (mimosas) ou de colorants
(indigo) (Saoudi, 2008).

La nodulation des légumineuses par les Rhizobiarsthénomeéne tres fréquent. En
effet, parmi les 20% de légumineuses étudiées, €é% especes de la sous-famille des
Papilionacés (Faboideae) (pois, haricot, feve,illent..etc), 90% de la sous-famille des
Mimosoideae (robinier, glycine, acacia, ...etc3@¥ de la sous-famille des Caesalpinioideae

(flamboyant, barbade, séné d’Alexandrie,...etc} sodulées (De Faria at., 1989).

Les Iégumineuses entretiennent une relation treéslgmiée avec la rhizosphere qui
entoure leurs racines. L'effet rhizosphérique digummineuses est 20 a 30 fois supérieur a
celui d’'une betterave ou d’'un colza. On entend gféet rhizosphérique, le ratio entre la
microflore rhizosphérique, a l'interface racine/sbla microflore du sol située a distance des
racines (Waligora dl., 2008).
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3.2.2 Classification des légumineuses

En se basant sur la forme florale, la famille @ggimineuses est divisée en trois sous-
familles, deux sont monophylétiques (Papilionoidezte Mimosoideae) et la troisieme
paraphylétiqgue (Caesalpinoideae) (figuré3uignard et Dupont, 2005) Elles constituent de
loin le groupe le plus important de plantes paptiat a la fixation de l'azote avec des
bactéries symbiotiques (Raverakt 2000).

a. Caesalpinoideae

Ce sont majoritairement des arbres ou des arbtrseicaux ou subtropicaux. Leur
fleur irréguliere posséde 5 pétales non différen@t des étamines visibles extérieurement
(Judd etal., 2001).

b. Mimosoideae

Ce sont pour la plupart des arbres tropicaux. Ldéketss sont réguliéres, petites,
groupées souvent sous forme de pompons. Les étasume les parties les plus visibles de la
fleur (Judd etl., 2001).

c. Papilionoideae

lIs renferment plus de deux tiers des especes dtuent presque toutes les
légumineuses économiquement importantes (Sprerf?p)19ls renferment les espéces
cosmopolites et compte 11300 espéces répartiedegehres regroupés en 31 tribus (Dhane
Fitouri, 2011).

Dans cette sous-famille, 97% des especes exampeteent étre nodulées (Sprent,
1995). La majorité des espéeces sont herbacées fléeur est irréguliere composée de 5
pétales : un étendard, deux ailes et deux pétaldiglpement fusionnés en une caréne (Judd et
al., 2001).
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Lequminosae

Papilionoids

Genistoids s.|.

Dalbergioids s1. @ ==

" =
Canavanine-accumulating = Ghorre

Figure 03: classification des legumineuse (vernie 2006)
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La figure 4 ci-apres illustre de fagcon non exhastia grande diversité biologique au sein de

la famille des Légumineuses D'apres VERNIE, 2006.

Figure 4 : Diversité des Légumineuse (VERNIE, 2006)
A. Glycine max, le soja (Papilionoideae);
B. Vigna unguiculata, le niébé (Papilionoideae) ;
C. Pisum sativum, le pois cultivé (Papilionoideae)
D. Cercis siliguastrum (Caesalpinoideae) ;
E. Albizia julibrissin (Mimosoideae);

F. Acacia albida (Mimosoideae).
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bactérien, tel que Azorhizobium caulinodans qui g'&ssocie qu'avec Sesbania rostrata
(Dreyfus etal., 1988), alors que cette léegumineuse possede dapémenaires bactériens
Sinorhizobium saheli et Sinorhizobium terangae yBoetal., 1997).

5.3 Infection

Les bactéries s'attachent aux racines par l'intdiaité de la rhicadhésine ainsi que d'autres
protéines spécifiques localisées a la surface dbdas (Dardanelli etl., 2003; Perry et al.,
2004). Les facteurs Nod émis par les rhizobiumsluisent une dépolarisation de la
membrane plasmique accompagnée d'une oscillatidluxigde Ca2+. Cette étape se poursuit

par une induction de I'expression de genes spécifiq
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5.4 Génétique de la fixation
5.4.1 Les flavonoides

Lesracines rejettent par leur métabolisme normal, sidsstances qui ont des effets
attracteurs sur certains microorganismes du softa@es d’entre elles appartiennent aux
groupes des flavonoides tels les flavones, isoflagpflavonones ...etc. Pour les bactéries
fixatrices d’azote (Andiankaja, 2002). Les flavahes sont des composés aromatiques, avec
un squelette en C15, diversifiés en forme et ertion avec I'évolution des plantes. Les
principales sous-classes, déterminées selon legtédstiques structurales des composés,
sont : les chalcones, les flavones et flavanoressjsioflavones et isoflavanes et des formes

polymérisées telles que les proanthocyanidinesié@Rez008)

Le rdle principal des flavonoides dans le djalmoléculaire est leur capacité a induire ou
a inhiber la transcription des genes de nodulaffeigure 08). Dans les phases les plus
précoces de leur interaction avec des légumineusssthizobia affichent une variété de
réponses a la présence de flavonoides dans lasphiee. Pour ne citer que les principaux
exemples, certains composés sont chimioattracpenitsles rhizobia et peuvent stimuler leur

croissance, d'autres, induisant les genes nod @pap04).

Légumineuse
N= 2-3 o o
Facteur Nod

génes nod O
Rhizobium OH
OoH /

0 flavonoide

Figure 08 : Dialogue moléculaire entre les deux partenairesbéytiques impligue I'action

des facteurs Nod (Shultze et Kondorosi, 1998).
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5.4.2 Les facteurs Nod

Tous les facteurs Nod identifiés jusqu’a présent sies oligomeres de N-acétylglucosamine
liés enpl, 4 et substitués par des groupes chimiques d{izgnsarié etal., 1996; Lorquin et
al., 1997).D’autres parts tous les facteurs Nod déaist des lipochitooligosaccharides
constitués de 3 a 5 résidus de N-acétyl-D-glucasansubstituée par une chaine d'acyle au
niveau de la glucosamine terminale nonréductriceci® etal., 1991). Selon la nature du
rhizobium, le squelette de base est substitué eargdoupements chimiques variés (fucose,
arabinose, carbamoyl, méthyle, ...), présents sugliensamines situées aux deux extrémités
(Long, 1996 ; Perret etl., 2000 )(Figure 09). Ce sont ces difféerentes suligiits qui
conférent aux facteurs Nod leur spécificité et gupliquent qu’'une espéce de rhizobium
donnée ne soit capable de noduler gu’'un nombrediche Iégumineuses. Les facteurs Nod
purifiés provoquent, spécifiquement sur les plahi@es, et a de trés faibles concentrations,
des réactions voisines de celles induites parHeolbiums vivants : déformations de poils
absorbants, division des cellules corticales ra@naet, dans certains cas, formation de

nodosités vides de bactéries (Dénaridl £t1996).

CH,OH
o

HO
A HO OH
NH2

glucosamine

HO
CH,OH :
o mm, o & X o
B HO OH HO oHo s
NH

NHAC
EocH, NHAC

acétyl glucosamine

/R CH,OH R
plfi HO o/m\/ou
Cc R—N NHACc - NHAc
ALyI -
ﬁ Facteur Nod ‘E
Extrémité non réductrice Extrémité réductrice
N-acétylglucosamine N-terminale N-acétylglucosamine C-terminale

Figure 09 Présentation simplifiée d'un facteur Nod (Rer26)8)
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5.4.3 Les genes Nod

Les genes de nodulation ou génes nod inclaest génes communs et des geénes
spécifiques de I'hnéte a infecter (genes hsn) (Btaugtal., 2000 ; Spaink, 2000). En 2000, au
total 13 génes de nodulation étaient déja conmssadit des opérons nod ABCIJ, nod FEL,
nod MNT, du nod O et du nod D (Perretakt 2000). Le gene nod D négocie les premiéres
étapes de la nodulation chez la bactérie. Il estcpaséquent le premier gene nod transcrit
lors du processus de nodulation. Sa transcripteofag de maniére constitutive (Geurts et
Bisseling, 2002kt I'activation de son produit, le nod D, est s&ai par les flavonoides qui
sont des molécules émises par les racines des iéguses. Une fois activé, le nod D se lie
aux sites régulateurs des opérons porteurs dessagénes nod et active leur transcription.

(Figure 10) ci-aprés illustre ce role régulateur thd D et présente les autres genes de

nodulation.
Sianal de la plaat e (composés Mavoniqes)
\\_~
- \\
-/’———>__’ Nod D (activé)
/

MNod D (forme inactive) /
2 > — e

p-promoatenr

LICNCs ol J | C 2] A D F E L M

- - —
CV

Delanrition
dee poils
dbsotbants cn
crasse cle

ber e

Géncs
de la

| ganmunc
d hdles

Cortridle de la
| speciticitg d hite

Reégulation

Figure 10: Différents types de genes nod (Kouakou 2011)
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Les génes nod communs (nod A, B, C, | et J)t sodispensables pour induire la
déeformation des poils absorbants en forme de cr@ssing) et inciter les cellules végétales
a se diviser (Brewin etl., 1992 ; Pelmont, 1995).

Les flavonoides compatibles activent la protéimed D, qui est un senseur de
I'environnement et un activateur des genes nod . preines nod D synthétisées vont se lier
a la nod-box, lieu de régulation des genes nod &t 8. Avec la coopération des flavonoides,
les protéines nod D vont pouvoir promouvoir I'exgsien des genes nod A, B et C : les
protéines nod Dont un site de liaison pour lesdifeides ; une fois les flavonoides liées aux
protéines nod D, ces derniéres, liées a la nod &ax, capable d’induire la transcription de
ces genes. Les vingt polymérases se fixent alore qaromoteur de ces genes. (Brewimlet
1992 ; Pelmont, 1995). Ces derniers sont transaitdes protéines nod A, B et C sont
traduites (Saoudi, 2008).

5.5 Les genes de la fixation
5.5.1 Les genes nif

La transcription des génes de la fixation @gzolte (genes nif) n'a lieu que dans des
conditions physiologiques bien définies qui dépemdees proprietés des bactéries
concernées. Les signaux majeurs intervenant datts agulation sont I'ammoniaque et
l'oxygéne. Plus de vingt genes nif organisés emomgéinterviennent dans la synthése et le
fonctionnement du complexe nitrogénase, dont leeg@ifHDK qui représentent les genes
de structure (nifH code pour la réductase, nifDKumptes polypeptides de la protéine a
cofacteur FeMo). La biosynthése du cofacteur Fedtpiert 'assemblage des produits des
génes nifB, nifE et nifN. La majorité des autresm@® jouent un rbéle dans la synthese et la
maturation des groupements prosthétiques ; certmitesviennent dans la synthése de
transporteurs d’électrons et de protéines de réguolaBien que trés conservés chez les
micro-organismes fixateurs‘azote, les génes nif difféerent au niveau de lecalisation : soit
plasmidique ou chromosomique ; de leur organisatiode la régulation de leur expression
(Fischer, 1993).

5.5.2 Les génes fix

Les génes fix sont des genes additionnels,resopux fixateurs symbiotiques et impliqués
dans les étapes tardives de développement desaesddu de la fixation symbiotique azotée

(Brewin etal., 1992 ; Hopkins, 2003 ). Certains de ces gened (ffix J) sont des régulateurs
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de la synthése du gene nif A, intervenant dangdalation de la synthese de la nitrogénase.
Le systéme de régulation fixLJ joue un role trépanmtant dans I'expression des génes nif et
fix et particulierement dans la réegulation du gériid (David et al., 1986). La protéine
régulatrice fixL, située sur la membrane des baddés, est sensible a I'oxygéne. En
condition d’anoxie, fixL s’auto phosphoryle et leofgine fixJ est phosphorylée a son tour,
par utilisation de fixL-PhosOphate comme donneueciCpermet [I'activation de la
transcription des différents génes et particulieneimcelle de nifA, qui code pour un
activateur de transcription spécifique a l'opérdh H existe également une protéine de
régulation négative (nifL) avec une activité antaigte a celle de nifA, qui inhibe la synthese
des génes nif en condition aérobie (Spairdd.efi991).

5.6 Biochimie de la fixation
5.6.1 La nitrogénase bactérienne

L'infection de la plante par les rhizobia intliai dédifférenciation et la division des cellules
du cortex (Foucher et Kondorosi, 2000). Les nodudestype indéterminé (Medicago
truncatula, Pisum sativum) sont formés a particaitex interne alors que les nodules de type
déterminé (Lotus japonicus, Glycine max, Phasewllgaris) sont formés a partir du cortex
externe. La persistance du méristéme chez les es@eaodules de type déterminé est tres
éphémere et la croissance en longueur du noduléneste. Une croissance en épaisseur a
lieu par hypertrophie des cellules corticales etdes divisions de cellules contenant déja des
rhizobia. Ce processus de formation se traduiuparforme sphérique (Figure 11B). Dans le
cas des espéces a nodules de type indéterminénéaraéristématique est persistante ce qui

se traduit par une forme allongée (Dommergues. 4998) (Figure 11).

La structure de la nitrogénase a été largerdrmliée. Elle comprend deux unités. Une
unité avec le site actif de la réduction de l'azatenosphérique : elle est aussi appelée
dinitrogénase ou MoFe-protéine et une autre unitdéayirnit des €électrons a la premiére pour
la réduction de I'azote moléculaire, elle est appdlinitrogénase réductase ou Fe-protéine
(Figure 11).

La dinitrogénase est un tétramere formée de deus-unités « alpha » codé par le gene
nifD et de deux sous-unités « beta » codé par he géfK. Par contre, la dinitrogénase
réductase est un homodimeére codé par le géne @Glielque composante de la nitrogénase est

en fait une protéine contenant du fer (Fe) et difredS) et pouvant comporter un site porteur

28



Synthese bibliographique

d’électrons. La dinitrogénase réductase ne pensparter qu'un électron a la fois. Ainsi, on
pense qu’elle sert probablement a 'emmagasinaggdeaire de I'électron. Par contre, la
dinitrogénase comporte deux autres sites meétaliq(feeMoCo) qui sont considérés
commeles véritables sites de la fixation d’azodadjankaja, 2002)

A

P.clusier

Te ?\IOx‘ol

clhastey

Figure 11la structure de nitrogénase (Rubio et Luddef820

Le complexe nitrogénase est constituée de deux csamps : le composant | est un
hétérotétrameére constitué de deux sous-unitéssemuées en bleu et vert et deux sous-unités

représentées en rouge et orange (A), le détad deds-unité, est donné (B) et le composant Il
est un homodimere (C).
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5.6.2 La léghémoglobine

La composante de la protection de la nitrogéngqui est extrémement sensible et
I'inactivation par les concentration élevée en @ad(line particulierement affine pour
l'oxygene, qui réduit la tension d'O2 dans la nedelle interviendrait aussi en facilitant le
transport de I'O2 aux batéroides (Dommergues.,4998).

C'est une chromoprotéine formée de deux sous umiééstructure comparable aux globines
ou de mycoglobine (Tourte al, 2005; Hopkin, 2003). Synthétisée par la plante hét peut
constituer jusqu'a 30% des protéines de la cdiiate (Hopkin, 2003).

Pour protéger la nitrogénase qui est sensiblexydéne, la leghémoglobine de coloration
rouge due a la présence du fer présente de sidaitavec les I'hémoglobine animales. Elle
permet auRhizobium de maintenir un taux faible mais constant d'oxygdaes le nodule
(Kundu, 2003).

6. Taxonomie des rhizobiums
6.1 Les bactéries : rhizobia

Les rhizobia furent isolés par Beijerinck er88&t identifies comme agents de la fixation

d'azote, c'est Franck 1889 le premier a proposénede Rhizobium (Gharzouli, 2006).

Du grec rhiza (qui signifie racine) et bio (viehizobium signifie donc littéralement
organisme vivant dans la racine. Sont des bactégesbies du sol appartenant a la famille
des Rhizobiaceae. Ces bactéries présentent lai@agac former une symbiose avec des
plantes de la famille des Iégumineuses. (Benah2@H)). A la suite d'échanges de signaux
moléculaires entre ces bactéries et leurs plarigsshces micro-organismes envahissent les
racines et forment des nodules qui sont des stestfortement différenciées (Machrafi,
2001).

6.2 Caracteres morphologiques du genre Rhizobium

Les rhizobia sont des cellules de taille moyenndoeme de batonnet, de 0,5- Quén de
largeur et de 1,2-3,0m de longueur. lls ne forment pas d'endospored, Goam négatif et

sont mobiles (Somasegaram et Hoben, 1994).
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6.3 Caracteres biochimiques

Les rhizobia a croissance rapide peuvent eraitins une large gamme de carbohydrates,
mais ils ont une croissance meilleure dans le geicte mannitol ou le saccharose (Grama,
2008). Des granules de poly-b-hydroxybutyrate semtivent retrouvés a l'intérieur des
cellules (Drouin, 1996).

6.4 Caracteres génétiques

La génétique du Rhizobium n'est pas chose singsl raison du grand nombre de géenes
impliqués dans la symbiose et les nombreuses phatiités d'une souche a l'autre (Gharzouli,
2006). La taille des génomes rhizobiens connusevde 5,4 a 9,2 Mb et le nombre de

plasmides varie entre 0 et 7 (laranj@let2014).

La présence d'un plasmide de grande dimension @apfesmide est une caractéristique

intéressante dans toutes les souches de Rhizobalihot{Gharzouli, 2006).
6.5 Croissance des rhizobia

Sur le milieu Yeast Mannitol Agar (YMA), lesrfoes a croissance rapide produisent des
colonies blanches de 1 a 5 mm aprés 3 a 4 jours &€& °C, alors que les colonies a
croissance lente sont détectables aprés 5 joun®etédent pas 1 mm (Benahmed, 2010).
Croissance des rhizobia Sur le milieu Yeast Mahdgar (YMA), les formes a croissance
rapide produisent des colonies blanches de 1 a @apras 3 a 4 jours a 25 -28 °C, alors que
les colonies a croissance lente sont détectabless &p jours et n’excedent pas 1 mm
(Benahmed, 2010).

6.6 Classification des rhizobia

La plupart de ces especes bactériennes appaatiea la famille des Rhizobiacae dans les
alpha-protéobactéries et appartiennent aux genhésolBllum, Mesorhizobium, Ensifer ou
Bradyrhizobium. Cependant, des recherches récentdgs montré qu’ils existent de
nombreuses autres especes de rhizobium en pludlds-ci. Dans certains cas, ces nouvelles

especes sont apparues par transfert latéral ds ggnmiotiques.

La progression de la taxonomie des rhizobiwees due a un nombre croissant de

techniques efficaces disponibles dans la caraaté@nsbactérienne.
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La classification des rhizobiums a subi dengsachangements au cours des derniéres
années en raison de nouvelles données phylogéegtefupolyphasiques qui ont mené a la

description de nouveaux taxons (Zahran, 2006).
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Tableau 03: La taxonomie actuelle des rhizobiums (Bensel&0a5).

Genres et espéces

Reéférences

Rhizobium

Rhizobium alamii
Rhuizobium alkalisoli
Rhizobitum cellulosilyticumni
Rbizobium daejeonense
Rhizobitm etli

Rhizobium galegae
Rhizobium gallicum
Rhizobium giardinii
Rhizobium hainanense
Rhizobitim huautlense
Rhizobium indigoferae
Rhizobium leguminosarunt
Rhizobium loessense
Rhizobium lusitarum
Rhizobium mesosinicum

Rhizobium miluonense
Rhizobium mongolense
Rhizobium multihospitium
Rhizobium oryzae

Rhizobium phaseoli
Rhbizobium pisi
Rhizobium tibeticum
Rhbizobium sullae
Rhizobium tropici
Rhizobium tubonense
Rhizobiim undicola

Rhizobium vignae
Rhizobium yanglingense

Mesorhizobium

Mesorhizobium albiziae
Mesorhizobium alhagi
Mesorhizobium amorphae
Mesorhizobium australicum
Mesorhizobium canelthorni
Mesorhizobium caraganae

Aesorhi—obium chocoense
Mesorhizobium ciceri
Mesorhizobium gobiense
Mesorhitcobium huakuit
Mesorhizobium lori

Mesorhizobium medirerraneum

Mesorhizobium metallidurarns
Mesorhizobium opporiurisium
Mesortiizabirm plurifarium
Mesorhizobium robiniae
Mesorhizobium shangrilense
Mesorhizobium septentrionale
Mesorfi—abium tarimense
Meorfiizobium temperarim
Mesorhizobium tianshanense

Frank, 1889

New: Berge er al., 2009
New: Lu et al., 2009b
Garcia-Fraile et al., 2007
Quan er al_, 20035
Segovia et al., 1993
Lindstrom, 1989
Amarger et al., 1997
Amarger et al., 1997
Chen et al., 1997

Wang et al., 1997

Wel et al., 2002

Frank, 1879; Frank_ 1889
Ancien nom "Rhizobium huanglingense” Weir et al, 2003
Valverde. 2006

Lin et al., 2009
Guetal., 2008
Vanberkum et al., 1998
Hanetal., 2008

Peng et ., 2008

Confirmée comme une espéce. Ramirez-Bahena et a/., 2008
Ramirez-Bahena ef al , 2008

New: Hou er al,, 2009

Ancien nom "Rhizobitm hedvsari" Squartin ei ai., 2002
Martinez-romero et ai., 1991

Zhang et al , 2011

de Lajudie er /., 1998a; Young ef af.,2001

Reneral, 2011
Tan et al., 2001

Jarvis et ai_, 1997

Wang et al., 2007
Chen eral., 2011
Wang et al., 1999
Nandasena et al., 2009
Chen et al., 2011

Guan er al., 2008
Velazquez er af., 2001

"Rhizobium ciceri" Nowr ef gl_, 1994, Jarvis et al., 1997
Han et al_, 2008b

Chen er 7/.,1991; Jarvis er af., 1997

Jarvis er &l , 1982 Javis er e, 1997

Nour ef al., 1995; Javis et a/l., 1997
Vidal er af, 2009

MNandasena et af., 2009

de Lajudie et a/., 1998b

Zhou er af., 2010

Lu et al., 2009a

Gao et al., 2004

Han et o/, 2008b

Gao et al., 2004

Chen er ai., 1995; Jarvis er al |, 1997
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Ensifer

Ensifer abri

Ensifer americarmm
Ensifer arboris
Ensifer fredii

Ensifer garamanticus
Ensifer indiaense
Ensifer kostiense
Ensifer kummerowiae
Ensifer medicae
Ensifer meliloti
Ensifer mexicanits
Ensifer morelense

Synthese bibliographique

Ancien nom Sinorhizobium Willems er al., 2002; Young,
2003

Ogasawara et af., 2003

Toledo et al_, 2003

Nick er af.,, 1999 ; Young, 2003

"Rhizobium fredii" Scholla er al., 1984; Young, 2003

Merabet ef af,, 2010

Ogasawara et al., 2003

Nick et /., 1999; Young, 2003

Wei et al., 2002; Young, 2003

Rome ef al_, 1996; Young, 2003

"Rhizobium meliloti" Dangeard, 1926; Young, 2003

Lloret et al.. 2007

Cette espéce se distingue de Ensifer adhaerens mais pas
encore nommé Ensifer. Voir Martens et al., 2007 pour
détails.
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1. Identification des souches de Rhizobia nodulantHedysarum spinosissmum
Ssp.capitatum»

1.1 Zone de prélévement

Les nodules sont récupérés a partir des racinesadglante H spinosissimum
ssp.capitatum située dans la région de Tébessa (Bekkaria).t@8l#i N35, 33327. Longitude
E8, 18603. Altitude 1084m) (figurel2)

(W) OUM-
ELBOUAGH:

(W)-KHANCHELA

(W)-EL OUED km

(3) Békkaria

Figurel2: la carte de localisation du site de prélévenjemiw.researchgate.net)
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1.2 Hedysarum Spinosissmum. Ssp. capitatum

Le matérielvégétal retenu dans ce travail concerne une léguae spontanée de
I'’Algérie H. spinosissimum ssp. capitatum appartenant de la familléabacae ; Fleurs de 15-
20 mm, purpurines ou blanches .Argiles commun diartell. Trés rare ailleurs sous-secteur
des hauts-plateaux constantinois (Quazel et Sh962).

Figurel3: spinosissimum.ssp.capitatum

1.2.1 Classification botanique (Quazel et Santa, 69)
Regne : Plantae
Classe: Equiseptopsida
Sous classeMagnolidae
Super classeRosane
Ordre : Fabales
Famille :  Fabaceae
Genre : Hedysarum
Espece: Spinosisimum

Sous espéceCapitatum
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2. Analyse chimique du sol

Agiter trois échantillons de 10g du sol dans 1d0dieau distillée pendant 5 min,
filtrer par papier filtre, récupérer le filtrat daaque échantillons pour doser les minéraux (Na,
Ca et K) et mesurer la conductivité et le pH etisatnt respectivement un spectrophotomeétre
a flamme et un pH metre.

Figurel&pectrophotométre a flamme.

3. Isolement des bactéries a partir des nodules
3.1Collecte des nodules

La collecte des nodules est effectuée au printetaps le débuts du moins de mars selon
les techniques préconisés par vincent, J.M.(1978pmasegaran,P. et J.Hoben(1994). Selon

les étapes suivantes :

- Creuser environ 15 cm autour de la plante et an2de profondeur

- Soulever lentement le bloc sol et racines

- Enlever soigneusement le sol et casser les blosoldavec précaution pour ne pas
endommager les racines et les racines second8ites (le nodulations).

- Placer délicatement toute la plante dans un sachplastique

- Au laboratoire, enlever la partie supérieure deplente et laver délicatement les

racines sous I'eau courante
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- Pour les nodules a stocker, les racines doiverd ébupées 1 a 2 m de site
d’attachement de nodule, ce qui assure une bonnsepation des nodules et
I'obtention de cultures viables et propres de biaddors de I'isolement.

- Sécher les nodules avec du papier filtre avartblekage.

Figurel5 racines nodulés dé.Spinosissimum.

3.2 La conservation des nodules

Pour une durée de conservation (de 6a 12mibigst nécessaire d’utiliser un
dessiccateur (déshydratant) tel que le chlorurecaleium (CaCl2). La dessiccation est
réalisée dans des flacons en verre dont chaquanflest rempli par un volume du CaCi/{
de volume globale de flacon), une couche de cotonlaguelle sont déposés les nodules

(nodositésjfigurel6).

Le flacon est identifié par le nom de la plantejdge et le lieu de collecte, et la date de

conservation.
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———Bouchon
N Noduiles
) I
\L\‘:—‘? Coton
CaCl,

Figure 16 Conservation des nodules sous CaCl2 (Vincem)19
3.3 Isolement des bactéries a partir des nodules
3.3.1 Stérilisation des nodules (Vincent, 1970)

Les nodules conservés sont mis dans I'eau disslié&ale. En présence des conditions
d’asepsie, les nodules sont immergés dans I'éth@s# de 5a10 secondes puis dans une
solution de chlorure de mercure acidifié 0.1% (1gCk + 5ml HCI+ 1l d'eau distillé)

pendant 3min, aprés sont rincés 10 fois a I'eatilldistérile.

3.3.2 Isolement des bactéries selon la méthode dexlules écrasés (Vincent,
1970)

Devant le bec bunsen, dans une boite de pétriestéhague nodule stérilisé est écrasé
a l'aide d’'une pince stérile par I'éthanol et lanfilbage dans une goutte d’eau distillé stérile.
Le jus nodulaire obtenu est étalé par une ansdalime a la surface des difféerents milieux

spécifiques. (Figurel7 B)
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L’ensemencement est réalisé selon la méthode dafreqeadrans et les boites

ensemenceées sont incubées & 2&ndant 24heures a 15 jours. (Figurel7 A)

A Quadrant Method B ’

Streak Pattern:

Rotnte

Results:

Figurel7 :'ensemencement par la méthode de 4 cadrons (Nint@870)
4. Purification des isolats

Les manipulations se déroulent dans des condistériles c’est-a-dire autour de la flamme
du bec bensen et sur payasse bien désinfecteeparde javel.

4.1 Principaux milieux de culture utilisés

Plusieurs milieux sont utilisés pour cette premi&agpe de la partie expérimentale,
dont la composition est exprimée en gramme pa titeau distillée. Les milieux de culture
doivent contenir les sources d’énergie nécessdaecebissance des bactéries, pour cela nous

avons préparé les milieux spécifiques suivants:
- Milieu liquide

* YMB (Yeast Manitol Broth).

- Milieux solides

* YMA (Yeast Manitol Agar).
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* YMA + RC (Yeast Manitol Agar+ Rouge Congo).
4.1.1 Culture dans le milieu YMB

La méthode consiste I'ensemencement des isolats dks tubes contenant le YMB
puis les placer dans le bain marie agitateur a 38Qant 24 heures, jusqu’a L’'obtention

d’un trouble.

» Composition du milieu YMB en g/l (Vincent, 1970).

Mannitol 10.00

K2HPO4 0.50

MgS0O47H20 0.20

NaCl 0.10

Extrait de levure 0.50

Eau distillée 1000 mi

PH 6.8

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes

4.1.2 Culture dans le milieu YMA+RC

La culture des isolats se fait sur des boites pétntenant le milieu YMA+RCLes
colonies ayant absorbées peu de rouge Congo eani’aas acidifié le milieu sont pris en
compte comme isolats candidats a étudier. Ces iesl@ui sont considérées comme bactéries

nodulants des légumineuses de notre étude (Vint8nQ)

» Composition du milieu YMA+ rouge Congo en g/l (Verd, 1970).

YMB 1000 ml.
Solution stock de rouge Congo 10 ml.
Agar 15
Ph 6.8
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Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.

4.1.3 Culture dans le milieu YMA

Les colonies qui sont considérées comawébies nodulants notre légumineuse sont
ensemencées dans des tubes contenant le YMB, pac®s dans le bain marie agitateur a
28°C pendant 24 heures, jusqu’a lI'obtention d'wulide, aprés ils sont ensemencées dans

des boites de pétris contenants un milieu solid¢A¥a I'aide d’'une anse de platine.

Le milieu YMA permet d’étudier les crieggr phénotypiques les plus importants dans la
caractérisation des rhizobia (Vincent, 1970 ; S@gasan et Hoben 1994).

» Composition du milieu YMA (Yeast Mannitol Agar) g (Vincent, 1970)

YMB 1000 ml.
Agar 15
PH 6.8
Autoclavage 120°C pendant 20iumes.

5. Purification des Rhizobiums et conservation des sches

Apres l'identification des isolats selon kracteres morphologiques par culture sur les
différents milieux, des repiquages réguliers juagipbtention des isolats homogénes sont
nécessaires pour leur purification.

La méthode consiste a ensemencer des tubes conten®iMB puis incubées a 28°C

pendant 24h a 48h. Le bouillant étant trouble, d@mencement se fait sur le milieu
YMA+RC (Tableau 04)

La conservation des souches se fait suemMMA additionné de 20 % glycérol comme
agent neutralisant l'acidité. A partir d'une cultubactérienne en phase de croissance
exponentielle (18h), des repiquages sont effectisggsla surface de la gélose. Apres
incubation a 28°C pendant 3 jours, les tubes sonsarvés a 4°C au réfrigérateur. Cette
méthode permet une conservation de 3 a 4 ans (Mint@70).

42



Matériel et méthode

Tableau 04:les isolats utilisés dans cette étude

Code Souches Plante-hote Origine Sources

des Géographique

souches

Isolats E1IN1,1 Isolat H spinosissmum | Bakaria Notre étude

Tébéssa

E3N2,1 Isolat H spinosissmum | Bakaria Notre étude
Tébéssa

E2N3,2 Isolat H spinosissmum | Bakaria Notre étude
Tébéssa

E1IN1,2 Isolat H spinosissmum | Bakaria Notre étude
Tébéssa

E3N1,3 Isolat H spinosissmum | Bakaria Notre étude
Tébéssa

E1N4,1 Isolat H spinosissmum | Bakaria Notre étude
Tébéssa

E3N1,1 Isolat H spinosissmum | Bakaria Notre étude
Tébéssa

E3N1,2 Isolat H spinosissmum | Bakaria Notre étude
Tébéssa

E3N2,2 Isolat H spinosissmum | Bakaria Notre étude
Tébéssa

E2N2,2cl Isolat H spinosissmum | Bakaria Notre étude
Tébéssa

E2N2,1 Isolat H spinosissmum | Bakaria Notre étude
Tébéssa

E2N2,2 CL' | Isolat H spinosissmum | Bakaria Notre étude
Tébéssa

E : enchantions ; N : nodules ; CL : croissanceelen
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5.1 Tests physiologiques (effet des facteurs abiotigues
5.1.1 Effetde ph:

Les souches sont cultivées sur milieu YMB ldgué différents pH (2/ 4/8et 10).La
croissance est évaluée dans chaque tube par laewisla densité optique a 600 nm aprés
incubation a 28 dans bain marie agitateur pendant 24h.

5.1.2 Effet de salinité (tolérance du NaCl)

Le milieu utilisé pour réaliser ce test est le eiliYMA contenant des concentrations
en NaCl (2%, 4%, 6%,8%et 10%), le ph de milieu uléuce est 6.8, les taux de croissance
sont enregistrés en mesurent la densité optiqueuteses bactériennes a 600nm apres
l'incubation a 28C dans un bain marie agitateur pendant 24h.

5.1.3 Etde latempérature :

L'ensemble des souches sont mises en cultures soitieu YMA solide dans des boites
de pétris et incubées a différentes températudésC, 37#C, 40C, et53C a I'étuve pendant
une semaine.

5.2 Tests biochimiques (tests nutritionnels)
5.2.1 La source de carbone :

L'utilisation des sucres comme une seule sourceadaone. Le test est réalisé sur le
milieu YMB ou le mannitol est remplacé par I'un degres suivants : lactose, fructose,
glucose, galactose, xylose et sucrose. Les tuldseasemencés et incubés au bain marie
agitateur a 2& pendant 24heures. L'estimation de la croissastegéalisée en mesurant la
densité optiqgue a 600nm. (jordan, 1984).

5.2.2 Utilisation des acides aminés comme source d’azote

Le milieu utilisé pour ce test est le milieu défirfvincent, 1970). le glutamate de sodium
et additionné chaque fois de divers acides ambDédanine, L-leusine, B-alanine, L-proline,
L-phenyl alanine, L-cystéine. Les tubes sont enseg®puis incubés a &B. la croissance
est évaluée par la mesure de la densité optiq0® a. (vincent, 1970)(Annexe 01).

6. Analyse statistique

L’exploitation des données obtenues a été realzae I'utilisation le logiciel
MINITAB 16, commencant par une ANOVA a deux facte@vec trois répétitions par
échantillons, ainsi que pour la classification &féhiqgue ascendante (CAH) et les tests de
comparaison multiples (test de Tukey). Par contianalyse factorielle des
correspondances (AFC) et la carte thermique ontégtiisées avec le logiciel Excel stat
2014.

44



Reésultats
et
Discussion




Résultats et discussion

1. Analyse chimique du sol
L’analyse chimiqgue du sol, dosage Na, Ca et K oifisamt les équations de
régressions affichés sur les courbes d’étalonnageek03) a révelé la richesse du sol
on potassium (372.22ppm=68.29) suivi de la dosealicium (79.03ppm=14.02)et on
trouve a la fin une dose de sodium qui est égéid 81 ppm=24.25).

2. Etude de partenaire bactérien isolé a partir des mdules de la plante

légumineuse Hedysarum.spinosissmum

Sur le nombre total des nodules récoltés a pagsr rdcines del spinosissimum, nous
avons tenu compte 12 isolats, la sélection deatsagk fait selon les deux criteres : pour leur

vitesse de croissance et les isolats qui n’absbp@esiou peu le rouge Congo.

Le premier isolement de bactéries a partir des lesdde sulla remonte au 19éme siecle
(Mottareale, 1898).

2.1La croissance sur YMA-RC

La Croissance sur YMA. RC des souches is@éeartir des nodules d¢ spinosissimum
a donné au bout de 24 a 72h, des colonies absdranteu ou pas le Rouge Congo restant
ainsi rose a blanchatre sur le milieu YMA-RC (Fgl8), Ceci est observé chez la majorité
des rhizobia (Jordan, 1984 ; Vincent, 1970).

Cette propriété est commune avec le genrayBn&obium ; par contre le genre
Agrobacterium et les formes contaminants absorfmbtément ce colorant (Jordan, 1984).
Nos résultats sont convenables avec ceux de Bemgl{@09. Les isolats apparaissent avec
une couleur rosatre, et généralement absorberperele RC (Vincent, 1970 ; Jordan, 1984 et
Sebihi, 2008).
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Figurel8: Aspect morphologique d’isolat E3N1 sur le miléMA-RC
2.2. La croissance sur le milieu YMB

La croissance sur le milieu liquide YMB pendant 2¢id traduire par I'apparition d’'un
trouble (figurel9)

Figurel9Aspect des isolats sur le milieu YMB.
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2.3. La croissance sur le milieu YMA

Sur le milieu solide YMA, les différentes soucheg bien poussées au bout de 48
heures d’incubation sauf les isolats EIN4.1, E28P,2E2N2.2CL’ qui n’a pas bien poussés
sur ce milieu jusqu’a 72 heures. Les colonies appsent avec une couleur blanche ou crémé,
lisses et elles ont une texture translucide. Ceegudécrit par Vincent(1970) et Jordan (1984)
pour les rhizobia (figure20)

Les souches isolées E1IN1.2 et E3N1.3 sont plusi®isgps par rapport aux autres isolats.

Figure20croissance des isolats sur le milieu YMA

2.4. Tests nutritionnels
2.4.1. Sources de carbone

Les valeurs de la Densité optigue montrent cneéssance importante de la plupart des
Isolat en présence du glucose, sucrose, xylosgalattose. Le sucrose présente une bonne
source de carbone pour nos isolats alors que &etdsuctose sont les moins utilisé. On peut
dire que les isolats peuvent utiliser une large mande carbohydrates comme une source de
carbone.

L’analyse de la variance fait ressortir une difféae tres hautement significative entre
les carbohydrates utilisées, isolats et interagdotats /source de carbone.

Le test de Tukey a partager les isolats en neufpg® différents (annexe 04).
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Ces résultats sont en concordance avec lesuttad@Somasegaran et Hoben (1994t
Benahmed (201D Le genre Rhizobium se caractérise par I'uti@atdes sucres comme le
mannitol, le glucose, l'arabinose, le fructose eetshccharose comme source de carbone.
(Vincent, 1970)(figure21)

M sucrose
M galactose
B Glucose

M lactose

M fructose

M xylose

Isolats

Figure21: Utilisation des sucres comme source de carbonkepasolats.
2.4.2. Source de l'azote

Les valeurs de la densité optigue montrent unessanice importante de la plupart des
Isolats en présence du L-leucine, D-alanine etdtéige présentent une bonne source d'azote
pour nos isolats alors que le B-alanine , L-phéayiae et L-proline sont les moins utilisée
(figure 22) . On peut dire que les isolats peuwgiliser une large gamme d’acide aminée
comme une source d’'azote.L’analyse statistique@€s enregistrés a mis en exergue une
différence trés hautement significative entre leisles aminées utilisées, une différence trés
significative entre les isolats et une difféerenca significative pour linteraction entre ces
deux derniers .La comparaison multiple a divisée ifolats en trois groupes différents
(tableau05).
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Jordan, (1984) a pu mettre en évidence le pouwitiibiteur de croissance des Rhizobia
parcertains acides aminés, et Struffi et al., (J@98 illustré dans leurs travaux l'inhibition du
développement des Rhizobia en présence de la the2on

M b-alanine
H |-phen.ala.
H |-proline
m |-cysteine
H D-alanine
M L-leucine
A
& TS S S
Isolats «

Figure22 : Utilisation des acides aminés comme source d’'gzantdes isolats.
2.5 Tests physiologiques (Effet des facteurs abiqties)
2.5.1 Effet de la salinité (Tolérance au NacCl)

Les résultats obtenus rapportés dans (Figure23)Xreminque la plupart des isolats
sont altérés par le gradient croissant des coratéris de NaCl variant de 2% a 10%, ils sont
considérés comme sensible aux concentrations &esgeNaCl comme le démontre les

courbes de régression rapportés sur I'histogramme.

L’'analyse statistique des D.O enregistrées paisi@ats montre une différence tres
hautement significative entre les concentratioes NRCl utilisées, une différence trés
significative entre les isolats et leurs interaasi@vec les différentes concentrations de NacCl.
Le test de comparaison multiple (test de Tukeggiadre les isolats en trois groupes distincts

(annexe 04).

Selon Miller et Wood, (1996) ont rapportés que hezBbium est une bactérie sensible
a la salinité surtout durant le processus de lebgyse, mais il peut tolérer des concentrations
élevées ; il est doté d’'un mécanisme d’adaptatiaiejrend capable de surmonter I'effet du
stress salin. Plusieurs especes de bactéries spables de s’adapter aux conditions de forte
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salinité par I'accumulation intracellulaires desusés organiques de faible poids moléculaire

appelés osmoprotecteySsonka et Hanson, 1991
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Figure23: Courbes de régression de la croissance destsisstais I'effet d’'un gradient

croissant des concentrations en NacCl.
2.5.2 Effet de pH

partir de [I'histogramme on remarque un nasyvdéveloppement des isolats
(E3N2,1/ E3N2,2/E2N,2cl/E3N2,1) dans les différepks utilisées les courbes de tendance
confirment l'altération du développement des islatiivants le gradient ascendant du pH
'analyse statistique révéle une difféerence nomificative entre les pH utilisés, les isolats et
I'interaction isolat/pH (figure 24)

Cependant, Mohamed et al. (2000) ont montré qtyilavait pas de corrélation entre la
tolérance d'une souche BNL a pH acide du miliegaetroissance. Shamseldin et Werner
(2005) ont indiqué l'existence d'une variabilitétdérance élevée a différents pH parmi les
souches de Rhizobium etli isolées des sols égyptlemrésistance des souches de Rhizobium
a des températures élevées et a des niveaux delcphhs différents a récemment été
confirmée (Shamseldin at., 2017).
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I phd

. pH8

m pH10

——Linéaire (ph4)

——Linéaire (pH8)

—— Linéaire (pH10)

Figure 24: Effet des différents pH sur la croissance dekiso
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Tableau5: ANOVA a deux facteurs avec répétition controlée gigatre parametres étudiés

Parametre| Sources de laDl |Som Car séq| Som Car|CM ajust F P
variation ajust
Sources |isolats 11 | 0.360393 0.360393 0.032763 4.25 0.000***
de
Isolats*sucres| 55 | 1.018151 1.018151 0.018512 2.40 0.00Q***
carbone
erreur 114 10.108975 0.108975 0.007701
total 215(3.307854
Source isolats 11 | 0.86290 0.86290 0.07845 2.59 0.005**
d’azote
Isolats*A.A |55 |1.91877 1.91877 0.03489 1.15 0.253NS
erreur 114 4.36502 4.36502 0.03031
total 215(19.35057
pH isolats 11 | 0.15060 0.15060 0.1369 1.23 0.283NS
Isolats*pH 22 |0.36597 0.36597 0.1664 1.50 0.103NS
erreur 72 |0.80067 0.80067 0.01112
total 107 |1.33099
NacCl isolats 11 | 0.165891 0.165891 0.015081 2.19 190
Isolats*NaCl |44 | 0.561939 1.561939 0.012771 1.85 0a:0
Erreur 120 | 0.826320 0.826320 0.006886
toatal 179]2.045301

[(*) P < a=0.05] : difference significative.

[(**) P< a= 0.01] : différence tres significative.
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[(***) P< a= 0.001] : différence tres hautement significative.
[NS] : différence non significative
2.5.3 La température de croissance

Les résultats obtenus (Tableau06), montrent quéedoles souches testées sont
capable de croitre dans toutes les températutisges sans exception.

Ces résultats corroborent la grande variabilitdadthermo-tolérance rapportée chez
les diverses espéces et souches de rhizobia. qlupart des Rhizobiums, l'intervalle de
température de croissance est situé entre 28°C°€t & beaucoup d’entre elles sont capable
de croitre a 37°C (Zahran, 1999). Selon lindstramleatomaki (1988), la température
maximale de croissance serait de 35°C pour Rhinoblaguminosarum, 36°C pour
Sinorhizobium fridii, 37°C pour Mesorhizobium lo&t Rhizobium galegae, 41°C pour

Sinorhizobium meliloti et de 40°C pour sinorhizatitmedicae

Tableau 6: Effet de la température sur les isolats

mpérature | 30-C 37C 43C 40C

isolats

EIN1,1 + + + +
E3N2,1 + + + +
E2N3,2 + + + +
EIN1,2 + + + +
E3N1,3 + + + +
E1N4,1 + + + +
E3N1,1 + + + +
E3N1,2 + + + +
E3N2,2 + + + +
E2N2,2cl + + + +
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E2N2,1 + + + +

E2N2,2 CL' |+ + + +

(+) croissance
3. Biodiversité des isolats

La classification hiérarchique des isolats enigatiit les D.O enregistrés dans les
différents tests utilisés (figure25) montre unmikirité 72,61% entre les isolats formants
ainsi deux clusters différents, chaque cluster éopar deux groupes cluster 1 : 76,94% forme
de deux groupes,(groupe 1:E1N1, 1 groupe 2 : 85&@dtient les isolats E3N2 ,1 /E1IN1, 2
/E2N3,2/E2N2, 1) Cluster 2 : 81,69%formé de deuwupes (groupe 1: 86,94% comporte
E3N1, 3/E1N4, 1/E3N1, 2 groupe 2 :89.32% constite&3N1,1/E2N2 ,2¢clI'/E2N2 ,2cl).

Ces résultats sont en accorde avec de nombreuxrauei ont montré qu’il existe une grand
diversité parmi les souches isolée des nodulesedm@me légumineuse (Merabet et al.,

2006).

Dendrogramme
Liaison compléte; Distance du coefficient de corrélation
45,49+
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[
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Figure 25 : Dendrogramme montrant la biodiversité des isolatdiés

L’analyse des composantes principales (figureZ8jirder des isolats en trois groupes

différents selon leurs correspondances aux paremeétudiées .le premier groupe formé par
les isolats (E2N2,2cl/ E2N2,2cl'/E2N3 ,2/E2N2 ,Xjeatés par la concentration( NaCl 2%
,10%) et par la gamme des acides aminées (b-alktgneine,l-proline,l-cysteine et d-alanine
),le deuxiéme groupe (E3N2,1/E3N1,2/E3N1,1/E3NI3BIE2/E1IN1,2/E1N1,1)contrblé par

'ensemble des sucres utilisés ,le I-phénylalaminka concentration 4% de NaCl,le troisieme

groupe est étroitement lié a la variation du pHrdieu .le troisieme groupe représenté par
(E3N2,2)

F2(17,11%)

&

Graphique symétrique
(axesFletF2:66,72%)

10%
e *b-alanine

o . I-proline
. E2N3,2
L-leucine

* E2N2,1 ®e EPN2,2 CL'
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D-alanine__
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02
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Figure 26 : Projection des isolats et parametres étudiés suplan factoriel en utilisant

I'analyse des composantes principale.

La carte thermique retrace la biodiversité des aisoldans une classification

hiérarchique. Représentant l'effet du paramétre Ilsurdéveloppement des isolats par

I'intensité de la couleur du carrée. Les mosaicgad ordonnées de maniére a ce que les
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lignes (colonnes) similaires soit proches les wessautres ( Zhao et al.,2014) (willkinson et
al 2009)

La carte thermique regroupe les isolats en deusteds différents. Le premier cluster formé
par les isolats EIN1,1/E1N4,1/E1N4,1/E3N2,2/E3NA3BI1,2/E1N1,2/E3N1 ,1 qui ont les
mémes topologie des mosaiques des colonnes ilsentiltous les acides aminées testés
comme source d’azote ils se développent dans leeobration 10 % et le galactose , glucose
et fructose comme source de carbone . Le deuxidustec qui est constituée des isolats
(E2N2,1 / E3N2,1/E2N2,2cl'/E2N3,2/E2N2,2cl caratémpar un bon développement dans le
NaCl 6% , 4% et 8% et comme source de carboneddsolydrates glucose , fructose ,
lactose et sucrose elles montrent les meilleursbtes comme signe de bon developpement

dans I'ensemble des pH testés (figure 27) .

De meyer et al ,(2015)a utiliser la carte thermigpeur I'étude de la présence de certains
bactéries endophytes des nodules racinaires difi@utaleurs présence par accidentelle et

gue leurs fonctions restent flou a ce stade .
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Figure 27 : La carte thermique (Heat maps) montrant le cotepoent des isolats vis-a-vis

les paramétres étudiés (sucres ) (I-acide amir@g)éntrations NaCl )( pH)
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Conclusion

Les travaux menés au cours de cette étude poueitaigre fois sur la symbiose entre
la légumineuse spontand¢ spinosissimum ssp.capitatum appartenant aux fabacées nous ont
permis d’'une part d’aborder la compréhension deemiplace de cette association originale
aves ses partenaires et la cratérisation phéneiymgs isolats bactériens symbiotiques de

cette légumineuse .

Nous avons procédé a un isolement et caracténsselon la technique usuelle propre
au rhizobium .cette caractérisation a pour buttiétde la biodiversité des isolats par une

approche phénotypique.

Les douze isolats isolés a partir des nodositésaimes de la plante étudiée se
divisent en deux groupes selon leur vitesse dssaoce. Les mesure de la densité optique a
montré une différence claire dans I'assimilatios dmrbohydrates .les isolats ont montrés
une croissance maximale en utilisant le L-leuciwalanine et L-cystéine alors que le B-
alanine, L-phénylalanine et L-proline ont altér@sléveloppement des isolats testés.

Les BNL isolées ont montrées une certaine toté&rau pH acide et une nette
sensibilité au pH alcalin, par contre les conceiuina élevées en NaCl on diminuées les taux
de croissances des isolats avec un spectre deanesisa une température large qui peut
atteindre 4.

L’étude de la biodiversité des BNL associées-hgpinosissimum ssp.capitatum par
'analyse hiérarchique ascendante réveéle la présgadrois groupes phénotypiques différents
par contre I'étude de la biodiversité des isolatsiiisant la méthode de double clustering

(heat maps) montre deux groupes phénotypiquemgatetits.

Il est intéressent a noté que nous sommes pleineropscient que d’autre études sont
nécessaire pour élucider la position taxonomig@eexdes BNL associées ldu
spinosissimum ssp.capitatum par des recherches génomiques avancées comnpngage
de l'unité ribosomale 16SrRNA ainsi nous jugeonshsitable de mettre en valeur I'intérét

agricole de nos isolats en étudiant leurs traitsudateurs de croissance des végétaux (PGPR)
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Annexe 01

Composition du milieu défini8 en g/l (Vincent, 197p

KH2PO4 0.3
Na2HPO4 0.3
MgSO4 0.21
CaCl2 0.21
Glutamate-Na 1
Mannitol 1
Solution stock vitamine 1ml
Oligoélements 1mi
Ph 6.9

Autoclavage a 12@ pendant 20 minutes

Solution stock vitamines : (mg/l)

Acide nicotinique 100
Thiamine 100
Panthotenate-Ca 100
Dissoudre dans un tampon Na2HPO4 0.05M
PH 7

La stérilisation de la solution stock vitamines filération (0.0221m)

Solution oligoéléments (mg/l)

H3BO3 50
FeS047H20 35
CuS045H20 8

MnS0O44H20 40

ZnS0O47H20 16



Annexe 02

Les résultats de la mesure de la densité optigsielifférents tests :

1. Sources de carbone

urces | xylose fructose Lactose glucose Galactose sucrose
isolat

E1N1,1 0.251+0.076| 0,099+0,087 0,101+0,023 0,20p4®,| 0,235+0,156| 0,255+0,110
E3N2,1 0.256+0.074| 0,286+0,029 0,210+0,086 0,3623®,| 0,373+0,057| 0,191+0,024
E2N3,2 0.276+0.159| 0,054+0,064 0,137+0,059 0,31@3D,| 0,125+0,021| 0,272+0,099
E1N1,2 0.274+0.024| 0,175+0,069 0,231+0,017 0,470,| 0,328+0,046| 0,264+0,119
E3N1,3 0.245+0.167| 0,17740,040 0,205+0,081 0,4723D,| 0,203+0,027| 0,339+0,067
E1N4,1 0.291+0.136| 0,100+0,06fy 0,151+0,024 0,2204®,| 0,127+0,021| 0,273+0,104
E3N1,1 0,364+0,022| 0,088+0,026 0,328+0,016 0,2183®,| 0,182+0,010| 0,308+0,068
E3N1,2 0,263+0,059| 0,132+0,008 0,295+0,123 0,2318D,| 0,175+0,007| 0,346+0,034
E3N2,2 0,218+0,103| 0,129+0,034 0,111+0,085 0,450%#D,| 0,272+0,106| 0,300+0,108
E2N2,2cl | 0,221+0,074| 0,024+0,022 0,177+0,068 0,20821 | 0,133+0,012| 0,181+0,021
E2N2,1 0,117+0,036| 0,095+0,042 0,115+0,019 0,30BHD,| 0,458+0,460| 0,297+0,016
E2N2,2cl | 0,357+0,061| 0,077+0,006 0,119+0,016 0,07964 | 0,106+0,004| 0,276+0,099

2. Source d'azote
Sources | L.leusine D.alanine L.cysteine L.proline L.phy.afan| B.alanine
isolats e
E1IN1,1 107,6604+6,611 107,660+15,598 0,172+0,015 1033%0,010 | 0,191+0,007 0,035+0,051
E3N2,1 104,91049,125 104,910+1,469  0,455+0,056 &4&,@,021 | 0,253+0,049] 0,039+0,02p
E2N3,2 72,853+17,185 72,853+8,137 0,340+0,046 9KB326 | 0,314+0,026| 0,166+0,01P
E1N1,2 101,807+10,24101,807+9,044 | 0,537+0,079 85,310+0,044 0,223+0,068033+0,006
3
E3N1,3 113,370+£7,065 113,370+7,728  0,354+0,030 H®6,050 | 0,249+0,021 0,059+0,018
E1N4,1 107,3504£10,2Y107,350+1,596 | 0,491+0,172 90,630+0,070 0,293+0,0@®043+0,035
5

E3N1,1 99,360+2,728| 99,360+1,689 0,319+0,067 9H#@23 | 0,127+0,040| 0,002+0,001
E3N1,2 102,827+4,225 102,827+4,140  0,327+0,083 2Z283,6,096 | 0,228+0,025 0,086+0,059
E3N2,2 93,727+11,442 93,727+15,390  0,274+0,151 &E»®8,049 | 0,166+0,045 0,040+0,05[
E2N2,2cl | 97,133+9,383| 97,133+4,469 0,564+0,122 BAtH,025 | 0,387+0,004 0,029+0,03b
E2N2,1 98,330+6,468| 98,330+0,972 0,562+0,047 8®Q®1 | 0,332+0,013] 0,043+0,026
E2N2,2cl | 78,06+122,518 78,061+3,123 0,336+0,075 1®70,095 | 0,410+0,015 0,124+0,066




3. L'effet de la NaCl

urces 2% 4% 6% 8% 10%
isolats

EIN1,1 0,035+0,042| 0,098+0,020 0,075+0,062 0,0383¥®,| 0,023+0,007
E3N2,1 0,061+0,053| 0,067+0,031 0,087+0,067 0,003D,| 0,026+0,029
E2N3,2 0,199+0,212| 0,036+0,050 0,082+0,065 0,0083D,| 0,026+0,023
E1N1,2 0,177+0,110; 0,111+0,004 0,044+0,053 0,038D0,| 0,009+0,003
E3N1,3 0,116+0,111| 0,268+0,062 0,191+0,083 0,0483®,| 0,007+0,005
E1N4,1 0,106+0,029| 0,097+0,015 0,039+0,019 0,00H3D,| 0,019+0,022
E3N1,1 0,166+0,050| 0,216+0,021 0,162+0,012 0,0813D,| 0,005+0,002
E3N1,2 0,099+0,049| 0,269+0,0183 0,166+0,031 0,0083D,| 0,016+0,006
E3N2,2 0,123+0,100| 0,078+0,002 0,395+0,4835 0,074®, 0,005+0,004
E2N2,2cl 0,090+0,059| 0,095+0,069 0,039+0,062 0,00834 | 0,019+0,010
E2N2,1 0,279+0,273| 0,091+0,004 0,049+0,023 0,041%0,| 0,031+0,026
E2N2,2cl 0,100+0,039| 0,200+0,094 0,066+0,024 0,00081 | 0,010+0,001

4. Effet de pH

4 8 10

isolats
EIN1,1 0,219+0,214 0,058+0,029 0,179+0,026
E3N2,1 0,013+0,009 0,201+0,056 0,10040,015
E2N3,2 0,112+0,084 0,246+0,073 0,225+0,017
E1IN1,2 0,154+0,201 0,157+0,152 0,183+0,150
E3N1,3 0,144+0,012 0,197+0,040 0,096+0,005
E1IN4,1 0,179+0,298 0,106+0,114 0,111+0,059
E3N1,1 0,282+0,275 0,210+0,018 0,124+0,064
E3N1,2 0,174+0,042 0,063+0,065 0,267+0,024
E3N2,2 0,016+0,004 0,137+0,030 0,100+0,071
E2N2,2cl 0,012+0,002 0,247+0,017 0,067+0,041
E2N2,1 0,058+0,012 0,125+0,175 0,107+0,091
E2N2,2cl 0,146+0,084 0,093+0,044 0,104+0,032




Annexe 03

Les parametres chimiques du sol

D

Na Ca K pH conductivité
R1 0.09 2.79 0.39 7.6 1126
R2 0.18 2.18 0.53 7.6 1277
R3 0.18 1.97 0.55 7.61 1321
0.15+0.052 | 0.49+0.087| 2.313%0.425 7.603+0.00%241.33+102.27%
Droite d'ajustement Ca
DOSE = 0,2334 + 160,8 DO
100 4 S 0,117877
R carré 100,0 %
R carré (ajust) 100,0 %
80 -
w  60-
40
20 -
0+ T T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
DO
Droite d'ajustement Na
DOSE = - 16,00 + 466,7 DO
100 4 ® s 23,2379
R carré 78,4 %
R carré (ajust) 67,6 %
80 -
60
w
§ 40 -
20 1 .
0 ;.
0,05 0,10 0,15 0,20
DO




Droite d'ajustement K
DOSE = - 0,6684 + 1,363 DO

104

S
R carré
R carré (ajust)

1,32050
92,4 %
£9,8 %




Annexe 04

Modele linéaire général : D.O.NaCL en fonction de BCI; Isolats

Facteur Type Niveaux Valeurs
NaCl fixe 51:2:3:4;5
Isolats fixe 12 1;2;3;4:5:6;7;81®; 11; 12

Analyse de la variance pour D.O.NaCL, avec utilisatle la somme des carrés

ajustée pour les tests

Source DL SomCar séq SomCar ajust CdtajuF P
NacCl 4 0,491151 0,491151 0,B®717,83 0,000
Isolats 11 0,165891 0,165891 0,81502,19 0,019
NaCl*Isolats 44 0,561939 0,561939 0,011271,85 0,004
Erreur 120 0,826320 0,826320 0,8868

Total 179 2,045301

S =0,0829819 R carré =59,60 % R carré (aju89,74 %

Observations aberrantes pour D.O.NaCL

Valeurs
Valeur ¥al résiduelles
Observation D.O.NaCL ajustée ErT ajust rédldurormalisées
32 0,049400 0,198800 0,047910 -04089 -2,21R
33 0,442000 0,198800 0,047910 @Pa3 359R
127 0,147000 0,395333 0,047910 -B338 -3,67R
128 0,898000 0,395333 0,047910 (Bb@2 742 R
129 0,141000 0,395333 0,047910 -®B334 -3,75R
152 0,560000 0,278833 0,047910 @831 4,15R
153 0,014500 0,278833 0,047910 -®B384 -3,90R



R indigue une observation ayant des valeurs réédugormalisées importantes

Informations de groupement avec la méthode de Takewy niveau de confiance
de 95,0%

NaCl N Moyenne Groupement
2 36 0,138742 A
36 0,125972 A
36 0,116322 A
36 0,026769 B
36 0,016411 B

g b~ W Bk

Les moyennes ne partageant aucune lettre sonbfament différentes.

Informations de groupement avec la méthode de Taekey niveau de confiance
de 95,0%

Isolats N Moyenne Groupement
9 15 0,134707 A
5 15 0,125033 A
7 15 0,122047 A
8 15 0,111187 A
11 15 0,093953 A
4 15 0,079113 A
12 15 0,076440 A
3 15 0,069647 A
15 0,053560 A
6 15 0,053160 A
10 15 0,050300 A
2 15 0,048973 A

Les moyennes ne partageant aucune lettre sonbfament différentes.



Informations de groupement avec la méthode de Takey niveau de confiance
de 95,0%

NaCl Isolats N Moyenne Groupement

3 9 3 0,395333 A
1 11 3 0,278833 AB
2 8 3 0,268667 AB
2 5 3 0,267667 AB
2 3 0,216333 AB
2 12 3 0,199667 A B
1 3 3 0,198800 A B
3 5 3 0,191333 AB
1 4 3 0,177233 AB
3 8 3 0,166333 A B
1 7 3 0,166000 A B
3 7 3 0,161667 AB
2 9 3 0,123067 AB
1 5 3 0,116433 AB
2 4 3 0,111000 B
1 6 3 0,106167 B
1 12 3 0,099833 B
1 8 3 0,098700 B
2 3 0,098267 B
2 6 3 0,097100 B
1 10 3 0,095233 B
2 11 3 0,090667 B
2 10 3 0,090367 B
3 2 3 0,087167 B
3 3 3 0,081900 B
1 9 3 0,077733 B
3 1 3 0,075400 B
4 9 3 0,072433 B
2 2 3 0,066600 B



12 3 0,066067
2 3 0,061433
3 0,061033
4 3 0,054200
11 3 0,048633
3 0,044000
3 0,042633
3 0,039167
10 3 0,038867
3 0,036067
3 3 0,035500
3 0,035267
11 3 0,030900
3 3 0,026433
3 0,026100
3 0,022800
11 3 0,020733
10 3 0,019400
3 0,018867
8 3 0,016467
12 3 0,009567
4 3 0,009133
10 3 0,007633
5 3 0,007100
12 3 0,007067
3 0,005767
3 0,005600
3 0,005200
3 0,004967
3 0,004500
3 0,003567
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Les moyennes ne partageant aucune lettre sonbtament différentes.



Modele linéaire général : D.O. Sucres en fonctionedSucres; Isolats_1

Facteur Type Niveaux Valeurs
Sucres fixe 6 1;2;3;4;,5;6
Isolats_1 fixe 12 1;2;3;4;5;6; 7, 819; 11; 12

Analyse de la variance pour D.O. Sucres, aveatibn de la somme des

carrés ajustée pour les tests

Source DL SomCar séq SomCar ajustaidt F P
Sucres 5 0,820335 0,82033:4067 21,30 0,000
Isolats_1 11 0,360393 0,360393327/63 4,25 0,000
Sucres*lsolats 1 55 1,018151 1,0181511&h12 2,40 0,000
Erreur 144 1,108975 1,10897600701

Total 215 3,307854

S =0,0877566 R carré =66,47 % R carré (ajud9,94 %

Observations aberrantes pour D.O. Sucres

Valeurs
Valeur Valeur résiduelles
Observation D.O. Sucres ajustée ErT ajustduédie normalisées
13 0,411000 0,235333 0,050666178667 2,45 R
37 0,124000 0,275667 0,050666150667 -2,12R
39 0,441000 0,275667 0,050666168333 2,31 R
73 0,435000 0,245000 0,05066619@000 2,656 R
91 0,434000 0,290667 0,050666148333 2,00R
193 0,990000 0,458333 0,050666631667 742 R
194 0,195000 0,458333 0,050666268333 -3,68 R
195 0,190000 0,458333 0,050666268333 -3,74 R



R indique une observation ayant des valeurs réggugormalisées importantes

Informations de groupement avec la méthode de Takewy niveau de confiance
de 95,0%

Sucres N Moyenne Groupement
4 36 0,30256 A

‘6 36 0,27528 AB

36 0,26114 AB

36 0,22653 BC

36 0,18175 C

36 0,11958 D

N W o1

Les moyennes ne partageant aucune lettre sonbfament différentes.

Informations de groupement avec la méthode de Taekey niveau de confiance
de 95,0%

Isolats_ 1 N Moyenne Groupement
4 18 0,29078 A
18 0,27983 AB
18 0,27333 AB
18 0,24806 ABC
18 0,24678 ABC
18 0,24006 ABC
11 18 0,23178 ABC
18 0,19600 ABC
18 0,19383 ABC
18 0,19039 BC
12 18 0,18583 BC
10 18 0,15700 C

0 ©O© N o N

Les moyennes ne partageant aucune lettre sonbfament différentes.



Informations de groupement avec la méthode de Takey niveau de confiance
de 95,0%

Sucres Isolats_1 N Moyenne Groupement
4 3 0,47233 A

5 3 0,47167 A

11 3 0,45833 A

3 0,45100 AB

3 0,37333 ABC

3 0,36367 ABC

3 0,36233 ABC

12 3 0,35700 ABCD

8 3 0,34600 ABCD

5 3 0,33867 ABCD

7 3 0,32833 ABCDE

4 3 0,32833 ABCDE
3

7

N N N ©

3 0,31167 ABCDE
3 0,30800 ABCDE
3 0,30767 ABCDE
9 3 0,30000 ABCDE
11 3 0,29700 ABCDE
3 0,29467 ABCDE
3 0,29067 ABCDE
3 0,28600 ABCDE
3 0,27600 ABCDE
0,27567 ABCDE
0,27433 ABCDE
0,27333 ABCDE
0,27233 ABCDE
0,27200 ABCDE
0,26400 ABCDE
0,26333 ABCDE
0,25633 ABCDE

P P O U O O R, P ONREFPF ®O O DMNO DN WO O R MPEP OMNOGGMD
= =
N [N

N G0 b~ ©O W O b W
W W W wwww w



g W W L W o1 oL D N O W W NN OO N W & O O O O b O WO dMFP P M 0w Ok » O

0,25533 ABCDE
0,25133 ABCDE
0,24500 ABCDE
0,23533 ABCDE
0,23100 ABCDE
0,22967 ABCDE
0,22133 ABCDE
3 0,22100 ABCDE
3 0,21833 ABCDE
3 0,21833 ABCDE
3 0,20967 ABCDE
3 0,20533 ABCDE
3 0,20500 ABCDE
3 0,20267 ABCDE
3 0,20033 ABCDE
3 0,19133 ABCDE
3 0,18167 ABCDE
3 0,18133 ABCDE
3 0,17933 ABCDE
3 0,17733 ABCDE
3 0,17667 ABCDE
3 0,17500 ABCDE
3 0,17467 ABCDE
3 0,15100 BCDE
3 0,13733 CDE
3013333 CDE
3 013167 CDE
3 0,12867 CDE
3 0,12700 CDE
3 0,12533 CDE
3 011933 CDE
3 0,11700 CDE
3 0,11533 CDE
3 0,11067 CDE
3 0,10600 CDE

W W W w w w w



3 0,10100 CDE
6 3 0,00967 CDE

3 0,09900 CDE
11 3 0,09533 CDE
7 3 008833 CDE
12 3007733 CDE
3 3 0,05367 DE
10 3 0,02400 E

N D NN D N N DN W

Les moyennes ne partageant aucune lettre sonbfament différentes.



