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Absrtract

Majority studies of rhizobia have focused on idecdtion and systematics of
symbionts nodulating crop legumes because of thgrest in improving yield. However,
few studies investigated the endosymbiotic nitrefpeing bacteria nodulating wild and
spontaneous legume species, in particular in Nokfnica. This study aims to
phenotypically characterize endosymbiotic bactes@ated from root-nodules of a wild
legume Retamaretam et R. monosperma:Fabaceae) growing in semi arid and arid region
of northeast Algeria. It examines growth variatioos endosymbiont isolates under
different environmental conditions including sevesituations and compare them with
reference strains (RS) to determine their phenottgtonomic position based on growth

tolerance limits and potential adaptations, usihgpaced statistical techniques.

A phenotypic characterization was conducted usingsiplogical tests (different
pH levels, NaCl concentrations, and tolerance noperature) and nutritional experiments
(assimilation of different carbohydrates). Data evanalyzed using ANOVA to detect
growth differences between isolates and RS. Simédarbetween isolates and RS were
assessed using agglomerative hierarchical clugtef&kHC) and principal compound
analyses (PCA), to understand factors influencaxhegroup of isolates/RS.

The study of abiotic factors (NaCl, pH and tempa®&t shows that strains isolated
from the roots oR. retam and R. monosperma and reference strains tolerate alkaline Ph
and are clearly sensitive to acidic Ph, for safinite isolates show a clear sensitivity to
high concentrations of Nacl> 4%, against the refegestrains showed a constant growth in
the different concentrations used. most of theaitesl and reference strains show optimal
growth in the range of 30C ° to 37 C ° with the eptton of isolate RR21 which did not
develop at 30 C °. Nutritional tests show that teference strains use a wide range of
monosaccharids and disaccharids carbohydratesnacantrast to the isolates of the two
host plants of the gendetama showed a preference for sucrose and galactoseardan
source. However, the isolates recorded a similaiatg of 29.38% with the reference

strains that bring them closer to Rhizobia, witlemarkable biodiversity in their group.

Keywords: Rhizobia diversity;Retamaretam and R.monosperma (Fabaceae); phenotypic

characterization of bacteria; drylands soils.



Résumeé

La plupart des études sur les rhizobiums se sorterdrées sur l'identification et la
systématique des symbiotes qui nodulent les Iégeusigs des cultures en raison de leur
intérét & améliorer le rendement. Cependant, pgudis ont étudié les bactéries fixatrices
d'azote endosymbiotiques qui nodulent des espéeeesiégumineuses sauvages et
spontanées, en particulier en Afrique du Nord.

Cette étude vise a caractériser phénotypiqguemenbaetéries endosymbiotiques
isolées a partir des nodosités des racines deslégumineuse sauvagBdtamaretam et
R. monosperma: Fabaceae) poussant dans la région semi-arideidet du nord-est de
I'Algérie. Examiner les variations de croissancgidelats d'endosymbiont dans différentes
conditions environnementales, y compris des siinatiséveres et les comparer avec des
souches de référence pour déterminer leur posiimanomique phénotypique basée sur
des limites de tolérance de croissance et des atdap potentielles, en utilisant des
techniques statistiques avancées.Une caractérigatg@notypique a été réalisée en utilisant
des tests physiologiques (différents niveaux deqadcentrations de NaCl et tolérance a la
température) et des expériences nutritionnellesirféiation de différents glucides). Les
données ont été analysées en utilisant ANOVA péteder les différences de croissance
entre les isolats et SR. Les similitudes entradelsits et SR ont été évaluées en utilisant la
classification agglomeérative hiérarchique (CAH) leis analyses des composantes
principales (ACP), pour comprendre les facteursi@rfcant chaque groupe d'isolats / RS.

L'étude des facteurs abiotiques (NaCl, pH et tempée) fait ressortir que les
souches isolées des racines des Légumin€usetam et R. monosperma et les souches de
références tolérent les Ph alcalin est elles daitement sensible aux Ph acides, quant a la
salinité les isolats montrent une nette sensibdii® concentrations €levées en Nacl> 4%,
par contre les souches de références ont montrécroissance constante dans les
différentes concentrations utilisées. la plupag d®lats et souches de références affiche
une croissance optimale dans l'intervalle de 3B7°€ a I'exception de I'isolat RR21 qui
s'est pas développer a la température 30°C. Lds tmgritionnels montrent que les
souches de références utilisent une large gamnecarehydrates et préférentiellement les
monosaccharides et les disaccharides contraireaenisolats des deux plantes hétes du
genreRetama qui ont affiché une préférence aux Saccharoseaic®se comme source
de carbone. Toutefois les isolats ont enregistréaur de similarité de 29,38% avec les
souches de référence qui les rapproche d’avantag&lizobia, avec une biodiversité
marquante au sein de leur groupe.

Mots clés : Biodiversité des RhizobiaRetamaretam et R. monosperma (Fabaceae) ;
Caractérisation phénotypique des bacteries ; Lgieng arides et semi-arides
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I ntroduction

Introduction :

La rareté de I'eau caractérisant les environnenaittes et semi-arides tout au long de l'année,
les formes de vie, y compris les populations mimobes, sont sélectionnées pour résister aux
conditions stressantes (Zahran, 2017). Ces progeissaélection agissent a la fois sur la communauté
et les populations, rendant les populations mobwndantes mais phylogénétiqguement diverses, et
forcant les populations a exprimer des caractgtiss leur permettant de faire face a des conditions
défavorables telles que la chaleur et la sécher@&seetani et al. , 2017). A I'échelle mondiale,
environ 60% des 150-190 millions de tonnes d'afiné®ms par an sont produites par des organismes
vivants. Ce processus est connu sous le nom duofixhiologique de l'azote (Hopkins, 2003). Les
bactéries des nodosités des racines sont des origasismes du sol qui établissent une symbiose
fixatrice d'azote avec divers arbres et plantebduwes a croissance naturelle dans les terregéadti
et non cultivées. La plupart de ces plantes haiesdes Iégumineuses de la famille des Iégumineuses
Fabaceae (alt. Leguminosae) originaire des régimites et semi-arides (Vandamme et al., 2002,
Azani et al., 2017).

Grace a leur capacité a établir des symbiosesbi@nne et mycorhiziens, les légumineuses
fixant I'azote sont des éléments clés dans la semre naturelle des écosystemes arides ou semi-
arides, car ils constituent une source fondameutatgrée de l'azote dans la rhizosphére (Abddiguer
et Abdelguerfi-Laouar, 2004; Pant et Pant, 2013y. iapport aux hétérotrophes fixant I'azote et des
bactéries associées, les symbioses rhizobium-léguse représentent le principal mécanisme de
fixation biologique de l'azote dans différents bpds, y compris les déserts chauds-aride (Zahran,
2017). Dans les symbioses légumineuses-rhizobiws, bdictéries spécialisées du sol fixent I'azote
atmosphérigue dans les tissus des racines degplamtéchange de I'obtention de carbone de laeplant
hote. Cependant, des souches bactériennes symigisiigefficaces peuvent apparaitre, forcant amsi |
plante héte a discriminer entre les microsymbiomessélectionnant le partenaire le plus efficace.
Dans le processus de choix des partenaires, lesnldguses peuvent empécher complétement les
souches inefficaces d'établir une symbiose, ou alenfr moins de ressources nutritionnelles et
sanctionnant ainsi des souches moins efficaces tfi\Mas et al., 2017). Les facteurs Nod (NFs),
précédemment considérés comme absolument essembieiscette symbiose, se sont avérés étre
dispensables dans des conditions particulieresmBme, le récepteur NF, précédemment considéré
comme uniguement impliqué dans la symbiose, estledére lors d'infections par des
phytopathogenes. En effet, on comprend de pluslen que I'immunité innée de la plante est un

élément crucial dans I'établissement et le mairdeela symbiose (Gourion et al., 2015).
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I ntroduction

Les rhizobiums ou bactéries qui nodulent les légenses (BNL) ou les bactéries du nodule
racinaire (BNR) sont définies comme des bactéiesrices d'azote qui forment des nodules sur les
plantes léegumineuses. Des études de séquencagaigaedRhizobia ont révélé de nouveaux taxons,
qui ont provoqué de profonds changements dansxtantéanie de ces bactéries. Les Rhizobia sont
actuellement constitués de plus de 128 especesuesrappartenant a 13 genres, établissant une
symbiose avec les plantes cultivées (legumineusesaigeres et a grains) et les plantes sauvages
(Velazquez et al., 2017). Les symbiotes bactérigreslominent pour la plupart des especes de
Iégumineuses dans divers habitats a travers le enehdppartiennent principalement a la classe des
protéobactéries qui comprend les genres Rhizobidmorhizobium, Ensifer (anciennement
Sinorhizobium), Mesorhizobium, Bradyrhizobium ettlijobacterium (Weir, 2006) et deuxiemement
aux y-protéobactéries, bien que leur capacité de ndduolat'ait pas été clairement démontrée
(Benhizia et al., 2004). Rhizobium (rhizobia aurf@l) peut étre utilisé comme un nom commun pour
les bactéries de nodulation des légumineuses ofixdion de l'azote indépendamment du genre
impliqué dans la symbiose. Cependant, la nomenelata 'alpha-rhizobia et de la béta-rhizobia est
utilisée pour distinguer les rhizobiums associés alpha-protéobactéries des béta-protéobactéries,

respectivement (de Lajudie et Martinez-Romero, 2017

La plupart des études taxonomiques des rhizobi@rsost concentrées sur les symbiotes des
légumineuses cultivées d'importance agricole (dadia et Martinez-Romero, 2017), mais des études
récentes dans ce domaine de recherche ont étudiévédesité des bactéries en tant que plantes
ecologiquement importantes (Gnat et al., 2014)panticulier dans les régions arides (Taketani et al
2017). Shamseldin et al. (2016), décrit environ 2&®éces de BNL réparties sur 18 genres.
Cependant, le sujet n'est pas terminé et d'auttefe® sont nécessaires pour étudier les espéces
végétales négligées dans les régions reculées dulenet / ou se développer dans des conditions
arides telles que les déserts, y compris les zangss d'Afrique du Nord. Ceci est di en grandégar
a notre manque de compréhension des interactigusni@euses-rhizobium (Janczarek et al., 2015).
Par exemple, la description des espéces de rhinsbai-dessus ne représente qu'environ 23% des
[égumineuses, et il a été estimé qu'il y a envit®n000 especes de légumineuses. Espérons que la
découverte et la désignation de nouvelles espeeedbatdtéries qui nodulent les légumineuses
comestibles peuvent contribuer & améliorer la prodté et le rendement des cultures (Polhill, 1981
en particulier dans les pays en développement quiffrent de mauvaises conditions
environnementales (Shamseldin et al. 2016).

Les grandes variations climatiques Nord-Sud dasségions nord-africaines donnent lieu a

des formes de végeétation tres diverses qui prasente richesse extraordinaire avec plus de 500

2



I ntroduction

especes végétales pastorales endémiques (Quézahtat, 1962, Abdelguerfi et Abdelguerfi-Laouar,
2004). En Algeérie, les especes végétales des sgstpastoraux et fourragers sont remarquablement
diversifiées avec un fort endémisme chez les Fasaeé les Poacées (Kazi Tani et al., 2009). Les
[égumineuses sauvages sont d'importantes plantesad@res et / ou de paturage qui jouent un réle
fondamental dans le processus de restauratioBalélibre écologique de leur environnement (Pant et
Pant, 2017). Le genre Retama appartient a la té@suGenisteae de la sous famille des Faboideés et
contiennent trois espec&etama monosperma, R. raetam et R. sphaerocarpa (Ozenda, 1977). Ces
trois especes sont endémiques des régions maédiem, largement reparti sous forme de
peuplements spontanés dans les dunes coétiéressettigées ayant d’énormes intéréts socio-
economiques et écologiques. Vu sa capacité deajigval des stratégies d’adaptation morphologique,
physiologique et biochimique vis a vis de difféeeentegrés de contraintes hydriques et Par leur
aptitude a établir des association avec les Rhizplss espéces du genre Retama constituent donc un
élément important a prendre en compte pour intredidzote combiné dans les sols pauvres et arides
et joue un réle cruciale dans la formation des de fertilité “island of fertility” ou peuventes

développer plusieurs especes annuelles et d’aegpEces ligneuses (Pugnaire et al., 1996).

Puisque les ressources biologiques des régionssaddaudes sont peu connues et parfois
completement inexploitées (Bradai et al., 2015;ldmaet al., 2015), la présente étude se limite a la
caractérisation des rhizobia nodulant les deuxceghe retam et R. monosperma appartenant a deux
étages bioclimatiques différents . Cette rechendbe a caractériser phénotypiquement une dizaines
d'isolats en utilisant des tests physiologiquedest expériences nutritionnelles, comparer les thux
croissance de ces isolats et estimer la diversiseBINL en étudiant le lien entre les isolats d'étet
les souches de référence en utilisant des méthdeeegroupement basées sur la croissance de
bactéries dans différentes conditions de cultucesqui devrait éclaircir et comprendre la niche

ecologique des isolats.
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Chapitre | : Revue Bibliographique

1-Généralité sur la fixation de I'Azote :

Parmi les éléments nutritifs nécessaires, celueqtile plus souvent limitant pour la croissance

des plantes. Ce nom est paradoxal, d’'ailleursieiit du préfixe « a-» Privatif et du radical gretw 7
» (zoot) vivant - alors que I'azote est nécessaiaevie (Pujic et Normand, 2009).
La vie sur terre influence profondément la compasitde I'atmosphere en produisant du dioxyde de
carbone CO2 et du méthane CH4 a traverse les pusee la respiration et de la fermentation reliés
au recyclage du carbone. La vie a aussi influeac&€dmposition de I'atmosphere a traverse le
recyclage d’'un autre élément, 'azote (N) (Newtt®98).

L’azote révele comme l'agent principal de la craisse des végétaux (Gautier, 1993). La
majeur partie de l'azote se trouve se forme dezdiea(N2) atmosphérique (Péret, 2007), un gaz
incolore et inodore. L'azote est un facteur limitarajeur des productions végétales (Renier, 2G8),
agricole (Wade et krasova, 1998).

Chez les végétaux, on le rencontre sous formesrai@s2ou organiques (Claudea2011).

Si, sous forme minérale, 'azote est représentdegamitrates, 'ammoniac et quelquefois les mgjtla
majeure partie de cet élément est retrouvée sausef@rganique dans des molécules complexité
variable (Hopkins, 2003). Nous pouvons aussi dansds de nutrition azotée, distinguer des
organismes autotrophes et des organismes héténesop

Les premieres cités sont capables d’exploiter t@Zonorganique, tandis que les organismes
hétérotrophes sont dépendants de I'azote orgalfidulesch, 1998).

En effet, 'azote s'unité, dans les feuilles et sides racines (Soltner, 2005), aux acides dériess d
glucides avec lesquels il forme les acides amigd&nent constructifs des protéine; constituant
essentiel du cytoplasme et de ses inclusions @plastes, mitochondries, ADN du noyau...)
(Madigan et al, 2007),aux acide nucléique, enzymieses cofacteurs (Tortora et al, 2003), La
transformation de I'azote atmosphérique en ammamipose sur le pouvoir des bactéries a réduire le
di azote (Hopkins, 2003).

L’azote favorise l'utilisation des hydrates de aare (Calvet, 2003), stimule le développement et
I'activité racinaire, favorise ainsi I'absorptioeslautres éléments minéraux et la croissance detepl
(Bado, 2003), il est essentiel pour la synthesedeszymes de la photosynthése (Lamaze et col,
1990). Les plantes absorbent l'azote sous formenitimtes (NO3-) et d’ammonium (NH4+)
(Hageman, 1984). L'importance relative de chacumeeabs formes dépend de I'espéce végétale et des
conditions du milieu (Bado, 2003).

La concentration requise en azote pour une craissaptimale des plantes varie entre 2 et 7%

sur une base de matiére seche (Parent, 1999) rigtspbeaucoup plus a certaines périodes du cycle
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vegetatif (floraison), L'insuffisance ou la carende cet élément se manifeste par une chlorose, un
nanisme, une stérilité... (Tourte al, 2005). Les feuilles matures entrent sénescencsgymi leur
azote est redirigé vers les feuilles croissantdby & exces, I'élongation des tiges est favorisée
détriment de la maturation et le développement nea@ est inhibé, pouvant mener a un
approvisionnement inadéquat en eau et en élémenésaux (Parent, 1999).

2- I'azote :

C’est I'élément essentiel pour tous les formesvige découvertes sur notre plante. On le
rencontre sous formes minérales ou organiquese $orsne minérale, 'azote est représenté par les
nitrates, I'ammoniac et quelquefois les nitritess,najeure partie de cet élément est retrouvée sous
forme organique dans des molécules de complexii@bla (Hopkins, 2003).L'azote est cependant
abondant dans lI'atmosphére que contient 78% deot@ia@®\,) (Renier, 2008), un gaz incolore te
inodore (Hopkins, 2003). L'azote est un facteurittamt majeur des productions végétales (Renier,
2008), et agricole (wade et krasova, 1998) .

Par rapport a leur masse de la matiere sechetd'ast le 4éme élément nutritif des plantes,
c’est un constituant essentiel des protéines, ddesanucléiques, des hormones, de la chlorophkylle

d’'une foule des composes primaires et secondagepldntes (Hopkins, 2003).

L’azote favorise I'utilisation des hydrates de aaré, stimule le développement et I'activité
racinaire, favorise ainsi I'absorption des autr&sménts minéraux et la croissance des plantes.les
plantes assimilent 'azote sous forme N NH,+. L’importance relative de chacune de ces formes
dépend de I'espéece végétale et des conditions likur{thado, 2002).

3-Cycle d’azote :

La fixation biologique de I'azote est I'une desctions accessoires les plus répandues dans le
monde vivant (Renier, 2008). Le terme cycle d’az#isigne I'ensemble des transformations que subit
I'azote dans la biosphére (Dommergue, 1970), ests@nie de processus qui convertit 'azote gazeux
en substance organique et soumis de nouveau daraduiee (Torche, 2006). Les plantes ne peuvent
pas assimiler I'azote moléculaire (atmosphériguee)jernier est assimilé Par les racines sous fdeme
nitrates (NQ ) ou, parfois, d'ions ammonium (NB4 Ces ions proviennent de la décomposition de la
matiére organique azotée dans le sol (Saoudi,)2008

L'azote se déplace sans cesse entre sa forme haimérsa forme organique. Les molécules
organiques contenant de I'azote se décomposentalanksous L’action des microorganismes du sol.
Cette décomposition produit de l'azote sous Fornmnmale (des nitrates). Les plantes utilisent les

nitrates puisés par leurs racines Pour fabriquéa deatiere organique azotée ; et le cycle reconemen
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(Saoudi, 2008), Les trois principales étapes decyde sont (Figurel) : I'ammonification, la

nitrification et I'assimilation (Raveat al, 2007).

Fixation
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Figurelcycle de I'azote (Raven et al. 2007)

3-1 Ammonification :

Un trés grand nombre des bactéries et des chaomEgont capable de transformer I'azote de
la matiere organique (Ravenat 2007).L’ammonification est le processus inverse de latiéa
d’assimilation de I'ammonium, soi& transformation d’azote organique en Neette réaction est
essentiellement assurée par les bactérdrotrophes qui utilisent I'oxydation du carbarganique
en CO2 comme source d’énergie et reléguent I'azmts forme N (Quéguiner,2005).

3-2 la nitrification :

Chez la majorité des plantes supérieures, la saliazete est représentée par le nitrate contenu
dans les sols, venant soit de la minéralisationrdpaomposition des matiéres organiques par lI'appor
de nitrates par l'intermédiaire d’engrais azotésalibi ,2010),cette réaction passe par deux étdpes,
production de nitrites (N£) et de nitrates (N§) par oxydation des ions ammonium (NHAu cours
de la premiere étape de cette réaction, le gBiitresomonasoxyde les ions ammonium en nitrites.
Dans la deuxieme étape, des microorganismes dogeree Nitrobacter, oxydent les nitrites en
nitrates (Raveewet al,2007).



Chapitre | : Revue Bibliographique

3-3 La dénitrification :

Le processus bactérien de dénitrification est séaén condition d'anoxie par une grande
variété de germes hétérotrophes anaérobies fafaulfdeissier, 2001) , au cours duquel le nitrage e
réduit en formes volatiles de I'azote, comme I'@zgazeux N et I'oxyde d’azote NO, qui retournent
ensuite a I'atmosphere (Ravenal; 2007). C’est la principale voie de formation bigilque de M De
nombreux micro-organismes sont responsables de roeegsus tel queBacillus, Pracoccus,
PseudomonagChabbi, 2010).
4-Fixation biologique d’azote :

La fixation biologique de I'azote est une réductemzymatique de N(azote Moléculaire) en
azote ammoniacal, ou ammoniac (RH Cette forme de N combiné, appelée intermédicite
représente la fin de la réaction De fixation etd&but de l'incorporation de l'azote fixé dans le
squelette carboné. Dans le systéme biologiquediixade N les conditions optimales de la catalyse
biologique correspondent a une pression de 0, atin de N et une température de 30-35°C, alors
gue les conditions de la catalyse chimique sorg $&véres (pression de 250- 1.000 atm gdetN
température de 450°C (Saoudi, 2008), Mais, seuhombre réduit de genres bactériens vivant
librement ou en symbiose avec les plantes sonbéepde réduire I'azote moléculaire de I'atmosphére
(Bado, 2002), Pour certains groupes de végeétassadciation avec ce type de bactérie leur permet
d'améliorer leur nutrition azoté (Svistoonofd03) .

La fixation biologique de N2 est une activité mimenne importante Pour le maintien de la
vie sur le globe terrestre que la photosyntheseir&m 175 millions de tonnes d’azote atmosphérique
sont réintroduits annuellement dans le cycle dedapar la fixation biologique Pour comparaisas |
engrais azotés utilisés en agriculture correspdandesnviron 40 millions de tonnes d’azote par an.
Dans les écosystemes cultivés, la fixation de N2stpports d'engrais azoté constituent les apport
pouvant compenser les exportations par les réceltdss pertes dues a des activités microbiennes
(volatilisation et dénitrification). En absencefddilisation, la fixation de N2 est pratiquemeatseule
source d'azote permettant de maintenir la fertlitésol (Roger P, 1996).

Les organismes eucaryotes sont incapables de [fa@ate parce qu'ils ne possédent pas la
machinerie biochimique appropriée. La fixation bgijue de I'azote releve uniquement du domaine
des procaryotes, simplement parce qu’ils possadembmplexe enzymatique, nommé dinitrogénase,

qui catalyse la réduction de I'azote en ammoniampih, 2003).
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4-1 Les fixateurs libres :

Les fixateurs libres comprennent des genres tregergli : des bactéries aérobies
chimioorganotrophe Azotobacter, Azospirillum, Acetobacter, diazotraply, des bactéries
anaerobies stricte€(ostridium) ou des aérobies facultativasl€bsiella, Bacillus,Pseudomonasles
bactéries phototrophes a photosynthése anoxygéni@Rieodobacter,Rhodospirillum et des
cyanobactérie€SynechococciigShihi,2008).

La majorité des bactéries libres fixatrices d’azateat capables de fixer des grandes quantités
de cet élément en laboratoire. Toutefois, danslleagéduction de I'azote en ammoniac est limpae
la quantité de glucide disponible. Le réle de castdries dans la fixation biologique de I'azoteglan

les prairies, les foréts et la toundra arctiquenéanmoins considérable (Tortatal, 2003).

Tableaul :exemples des différents types de micro-organisibesslfixateurs d’azote
(Roger etl, 1996).

Micro-organismes libres

Aérobies Hétérotrophe Azotobacter spp ;Klebstella pneumontae

Beijerinckia indica ;Azospirillum lipoferum

Phototrophe : Hétérocystées Nostoc ; Anabaen ; Calothrix ;
Cyanobactéries Tolypothrix

Homocystées| Trichodesmium ;Oscillatoria

Unicellulaire | Gloeothece ; Gloeocapsa

Anaéorobies Hétérotrophe Clostridiumpasteurianum ;Deulfovibrio vulgarys

Desulfotomaculum spp ; Methanobacterium spp

Phototrophe Rhodospirillumubrum ; Rhodobacter capsulata

Chromatium vinosum

4-2 Les fixateurs symbiotiques :

Les espéces fixatrices d’azote réellement symhietisont nettement moins nombreuses que
les fixatrices libres. On y rencontre essentielleimies rhizobiums des actinomycetes (Frankia)
bactérie filamenteuse (Hopkins, 1999), et des dyactgries (Pelmont, 1995). Plusieurs associations
symbiotiques fixatrices d’azote sont connues, e#iaglobent les associations bien connues entre
différentes espéces bactériennes et les légumisie@eelques-unes de ces associations. Dans les
associations symbiotiques, la plante représendgd’bt le partenaire bactérien le symbiote.

9
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La forme la plus commune d’association symbiotique provoque la formation sur la de la
plante héte, de structures multicellulaires hypgtiées, nommées nodulediopkins, 1999).
La symbiote est une bactérie appartenant & I'un giwes :Rhizobium, Bradyrhizobium ou
Azorhizobium Mesorhizobiumcurieusement on ne connait qu’un sgehre n’appartenant pas aux
légumineusesParasponia(famille desUImaceag, qui forme desiodules avec un symbionte du genre
rhizobium.(Hopkins, 1999).
Tableau02:exemples des différents types de micro-organisiyrebistiques fixateurs d’azote (Roger

etal, 1996).
Micro-organisme symbiotique
Légumineuses A nodules racinaires Rhizobium meliloto
Bradyrhizobium japonicum
A nodules caulinaires Azorhizobium caulinodans
Symbiose actinorhiziennes Franki
Symbiose a cyanobactéries Azolla Anabaena azollae
Cycas Anabaena cycadeae
Lichens Nostoc
Mousses et hépatique Nostoc

4-2-1 GenreRhizobium :

Le genrerhizobiumregroupe des bactéries dites a croissance rapitep$t de génération
inferieur a six heures), chimio-organotrophes, bi&®ou micro-aérophile et peut se contenter d’'une
faible tension en oxygene (pression de 0,01 atmangnégatifs, non sporulant, on distingue deux
formes : la forme végétative, et la forme bacté&diderry etal, 2004; Somasegaran et Hoben, 1994).
et comporte quatre espéces définiBhizobiumleguminosarum Rhizobium galegaeRhizobium
tropici, etrhizobium etli(Segovia etl, 1993). Ce genre infecte principalement les |égauses des
régions tempérées (Blandreau, 1996).

Parmi les proches parents dekizobium il faut citer diverses protéobactéries de la sgas
telles queSphingomonast surtoutAzotspirillum;dans la classg on trouve des
Alcaligenes desHerbaspirillum et desBurkholderia(Sivistoonoff, 2003); la classgeest représentée

par diverses entérobactéries (Blandreau, 1996).

10
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4-2-2 Le genreBradyrhizobium :

L'identification de souches a croissance lente @ 1932 mais leur classification en un
seul genreBradyrhizobiuma été établie par Jordan en 1982 (EI- Hilali, 200Bgpuis sa
caractérisation ce genre ne comprenait qu’'une sesgfgce définieBradyrhizobium japonicum
nodulant le sojaGlycine max et le siratro Macroptilium atroptiliumatropurpureun). Récemment
deux nouvelles espece8radyrhizobium elkanii(Kluykendall et al, 1992) et Bradyrhizobium
liaoningensis(Xu et al, 1995) ont été définies. Les bactéries apparteaarngenreBradyrhizobium
infectent de nombreuses légumineuses tropicales

La caractérisation de difféerentes soucheBdwdyrhizobiumpar la comparaison de plusieurs
techniques moléculaires a révélé I'existence dgdrotypes différents dont trois correspondent aux
souches reconnues, alors que les 8 génotypesteestan tres distincts (Dommerguesietl998).

4-2-3 Le genreMesorhizobium :

Les Rhizobium étant tres hétérogéne, plusieurs branches divageont été taxonomiguement
identifiées. Donc la description d’'un troisieme geguUi a été appel®esorhizobiumet ou seront
regroupées au moins six especkkesorhizobium ciceriviesorhizobium mediterraneufde lajudie et

al, 1994) Mesorhizobium tianshanenddesorhizobium plurifarium, Mesorhizobium huaklaougal,
2004) Mesorhizobium loti

(Jarvis etal, 1982)

4-2-4 Le genreAzorhizobium :

Comprend une seule espece défidirprhizobium caulinodangui nodule les tiges et les racines de
Sesbania rotrataDreyfus etal, 1988). Le genreAzorhizobiumest taxonomiquement éloigné des
genres Rhizobium, Bradyrhizobiumet Sinorhizobium, mais extrémement proche des bactéries
aguatiques appartenant aux genfasthobacteret Aquabacter Ainsi, lesAzorhizobiumseraient des
bactéries aquatigues ayant recu par conjugaisort @es Rhizobium du sol (peut étre des
Sinorhizobiunp des génes de nodulation, et qui seraient devagmérfiqgue de la nodulation de tige de
la Iégumineuse aquatiqu@esbania rostrataContrairement aux bactéries du geSmeorhizobiunqui
forment des nodules effectifs sur les racines delhmeuses especes 8esbaniales Azorhizobiumme
fixent 'azote qu’ave&esbania rostrat@/Vade, 1998).

4-2-5 Le genreSinorhizobium :

Le genre deSinorhizobiuma été décrit par Chen at., (1988). Toutefois quelques études récentes
montrent ceSinorhizobiumet le genreensifer(Casida, 1982) appartient a un taxon simplesiferest

le synonyme hétérotypique plus tét (il a été appkdéord) et prend ainsi la priorité (Young, 2003).
Ceci signifie que toutes les especesSiteorhizobiumdoivent étre retirées comme especé&nsifer

selon le code bactériologique que la taxonomieedgenire a été vérifiee dans 2007 par Marteas et

11
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qui rajoute I'espec&. mexicanua la liste des especes étudiées. Ce genre se corapn®llement de
15 especes (Lortet at., 1996).

5-La symbiose :

Elle permet a deux especes différentes de vivserahle, chacun tirant profit de l'autre. La
symbiose et souvent une relation réguliere et atdige entre des partenaires bien spécifiques
(Sablonniere ,2006 ; Broghton, 2000).1l est y axdggpes de la symbiose Endo- et Ecto Selon la
position relative des partenaires, on parlera dderml ecto-symbiose. Si le symbiote se trouve a
I'extérieur de I'hbte, on parle d’ecto-symbiosénam, on parle d’endosymbiose. L’endosymbiose peut

étre intra- ou extra-cellulaire (Broghton, 2000).
5-1 La symbiose Rhizobium- légumineuses ) :

lors de la symbiosBRhizobium légumineuses, la fixation de I'azote atmosphérigeffectue
au niveau de la rhizosphére : volume du sol situeagsinage immédiat des racines des plantes qui se
caractérise par des compositions chimiques et gimples difféerentes de celles du sol qui n'est pas
sous l'influence directe des racines ( Alamiakét 1999) et par la présence des exsudats racinaires
(Moénne-loccoz Yvan «il,2005). La Iégumineuse h6te fournit I'énergie néaiess cette fixation en
capturant I'énergie du soleil par le phénoméneadphlotosynthése. Le rendement global de cette
symbiose complexe dépend donc du rendement de rchades deux organismes associés. Leurs
caractéristiques génétiques revétent donc unegtasde importance, de méme que la fagon dont
s'exerce leur interaction. En outre, tout facteutritonnel ou environnemental influant soit sur la
bactérie, soit sur la legumineuse, se répercutéesandement global de la symbiose. La complexité

de cette derniere impose

Absolument que l'on effectue des recherches stertain, ou tous les facteurs peuvent étre pris en

considération (Danso et Esker ,1981).

5-2 Spécificité de la symbiose :

La symbiose légumineuseRhizobiumest tres spécifique, urRhizobiumdonné n’est capable
d’effectuer une symbiose fixatrice d’azote que'aitre partenaire appartiens au son spectre d’hote
(Dreyfus et col, 1988). Cette spécificité est bamgreune communication moléculaire, c’est a dire un
echange de signaux flavonoides excrétés par laeal@ la plante héte. Chez les bactéries, les génes
de la nodulation (gén@od) sont induits par le signal flavonoide, et cetteluction méne a la

production et & I'excrétion des signaux de nodoigties facteurs Nod.

12
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La structure de base des lipochitooligosaccarideésnedifiee chez les différentes espéeces de
Rhizobium Donc, la structure spécifique des facteurs Namtlpits par chaque espéce Rleizobium
sert comme signal permettant la reconnaissancea dqeédsence de la bactérie par sa plante héte
(Simms., 2002).

5-3 L’infection et la nodulation :

En terme général, les nodules sont le résultatfetiiiron des racines par les bactéries. Le
processus est appelé nodulation (Anonyme e, 2@@yjéveloppement du nodule est un processus
complexe impliquant la différenciation de plusiedypes de cellules spécialisées comme résultat

d’'une série d’échanges de signaux entre la planés @artenaires microbiens (Brevahal, 1992).

La formation du nodule peut se résumer en troipestalés le dialogue moléculaire se
mettant en place entre les deux partenaires syimbest, I'infection, correspondant a l'entrée des
bactéries libres dans la Iégumineusegetdéveloppementproprement dit du nodule (Renier, 2008).
(Figure 2)

En effet, les Iégumineuses peuvent en générahgalier en azote par deux voies :

-Assimiler I'azote du sol: I'absorption des nitrates (engrais ou matiéreapigue nitrifiée) se fait par
les racines. Ces nitrates sont réduits par lateitrdductase, enzyme essentiellement située dans le
feuilles, pour donner de 'ammoniac qui participges@te a la formation des acides aminés et des
protéines. Toutes les Iégumineuses possedenteretyene. (Henzell et Wallis, 1977).

-Fixer I'azote de l'air : I'azote de I'atmosphere pénétre par le sol jusquiaadosités ou il est réduit
en ammoniac par la nitrogénase des bactéroidesiztebium. Cet ammoniac est ensuite incorporé a
des chaines carbonées pour donner des acidessaetin@otéines comme dans le cas précédent.
Seules les léegumineuses portant des nodositésdesit(Henzell et Wallis, 1977).

Bien que la symbiose Légumineuse-Rhizobium, so#@ umeraction hautement adaptée et
régulée, il ne s’agit pas d’'une interaction obliga ou permanente. En effet, les deux partenaires
peuvent vivre indépendamment de maniére autonormigague nouvelle génération de plante doit étre
infectée par de nouvelles bactéries. Il est cepanoeressant de noter que seules les bactéries
différenciées (bactéroides) fixent I'azote ; ertund libre, les bactéries n’expriment pas la niérase
(Kneip etal., 2007).

L’interaction Rhizobium / Légumineuse est carasti par la spécificité avec laquelle, elle
s’établit. En général, chaque Légumineuse ne gealirfectée que par un nombre restreint de souches
de rhizobia et réciproquement, chaque souche ideli ne peut infecter qu'un nombre limite de

genres de Légumineuses. (Kneigkt2007).
13



Chapitre | : Revue Bibliographique

(4) Des divisions successives ménent a la

formation d'un primordium nodulaire. (5) Les cordons d'infection avancent vers le primordium.
(3) En méme temps, des cellules corticales en (6) Quand ils atteignent les cellules
face du site d'infection sont  activées, se du primordium, les rhizobia sont
dédifferencient et se divisent. libérés dans le cytoplasme des

cellules hote. Les cellules  les  plus

distales  du primordium, non

(2) La reconnaissance des x EZN o envahies, forment un
factcurs Nod permet _F . ‘f; s > méristéme tandis que les
“l'attachement™ des rhizobia /”" @ e cellules infectées
aux poils absorbants de la ﬁ"-” @ a Ny 3 arrétent de se  diviser
racine marquant I ,' %50 3 et débutent un
ainsi le début de e \

I'infection par 3 M S
. : y )4

la formation k

de structures N\

’ . o
tubulaires ou cordon N
d'infection guidant les p ‘\\\- -,
rhizobia a lintéricur des ,/ i
tissus de la plante.

processus de
différenciation en
cellules fixatrices
d'azote

(7) Les rhizobia récemment
libérés dans le cytoplasme des
(1) Les deux premiers événements sont
amorcés par un dialogue moléculaire
entre les deux partenaires symbiotiques ~—
dans la rhizosphére autour du chevelu racinaire.
Les flavonoides exsudés par la racine sont
détectés par les rhizobia et ménent & la synthése
d'un signal réciproque bactérien nommé le facteur

cellules végétales subissent
\

\ . N 3
une profonde transformation pour
devenir une forme mature fixatrice

d'azote, le bactéroide.

Nod. (8) L'activité du méristéme est persistante et le processus
d'infection continu. Par conséquence, le nodule formé est
composé de différentes zones différentes : la zone |
correspondant au méristéme, la zone Il correspondant a la
zone de différentiation et linfection, La zone Il
composée de cellules hotes remplies de bactéroides
fixateurs d'azote (9) ¢t une zone IV ou zone de

senescence.

Figure 2 : Schéma global du processus d'infection jusqu'ddadtion du nodule fonctionnel chez
Medicago (http://www.isv.cnrs-gif.fr/ak/theme_symbios.hjml

5-3-1 Le dialogue moléculaire :

Les interactions symbiotiques sont controlées pa échanges de signaux entre les deux
partenaires (Figure3). Les récents progres dansotmaissance des mécanismes aboutissant a
l'infection et & la formation d'un nodule ont méngu'un dialogue moléculaire était a l'origine de |
reconnaissance entre la bactérie et sa plante llggeacines de la plante excretent dans la rhigosp
des composés phénoliques généralement de typenfiidas, agissant comme inducteurs des génes
nod bactériens impliqués dans la nodulation, par méaliaire de protéines régulatricesd D qui

sont des activateurs transrationnels de ces getsrg et Verma, 1990; Fiscletral., 1992).
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1\ l . 4 Symbiose Ahizoburmiégumineuses:

3 Coordination du développement un dialogue moléculaire qui aboutit
de la plante et de la bactérie @ la fixation de I'azote atmosphérique

Figure3 : Dialogue moléculaire entre la plante et la bactére de la mise en place d'une association

symbiotique fixatrice de I'azote (Journet, 2004).

a-Les flavonoides :

Les flavonoides sont des composeés principalememéeds au niveau des pointes racinaires. lls
constituent les premiers signaux échanges entpdal@te et la bactérie. Chaque plante produit une
mixture de flavonoides (Figure 4 ) qui peut vagelon son état physiologique. Cesont des dérives du
2-phenyl-1,4-benzopyrone avec une structure défpde deux anneaux aromatiques et un cycle
propane ou pyrene. Selon les modifications de &dtteture, plus de 4000 flavonoides différents ont
été identifies chez les plantes, parmi lesqueldsieiavonoides sont spécifigues des Légumineuses
(Brencic et Winans, 2005). Certains de ces flavdbe®miont la capacité d’induire les gémesl des
bactéries requis pour la nodulation. Ces capavaéient selon les flavonoides et selon les rhizobia
Certains flavonoides peuvent méme inhiber I'expoesdes génesod (Brencic et Winans, 2005).
Interviennent dans la symbiose entre les fabadéles dactéries du groupthizobium Ces exsudats
qui sont émis par les cellules des racines datémruses vont attirer la bactérie, qui en retoléche
des lipopolysaccharides (LPS) provenant de sa nambrCes LPS ont une structure antigénique
spécifique, reconnue par la plante, la bacténig lyser la paroi de la cellule végétale et s'yodtire.

Il y a formation d'un cordon infectieux, qui se fenau fur et & mesure de son passage dans dautre
cellules végétales (Saoudi, 2008).
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OH

3 Flavanols ! o Flavones
(Flavonol)
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OH -
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Phytoestrogénes : isoflavones
(Flavanonols)

Figure 4: Structure de quelques flavonoides présents dames$eslats de plantes hétes (Bruneton,
1993).

b- Facteurnod :

Tous les facteursod issus des rhizobia ont la méme structure chimimpgque, consistant en
un squelette oligomérique de trois a cing résakiN-acetyl-Dglucosamine (GIcNAC) liés &11,4 et
au niveau de I'extrémité non réductrice du sqtelet présence d’'une chaine d’acide gras (de % a 1
atomes de carbone) généralement saturée et phreent insaturée, Les facteursd différent selon
les espéces par les groupements (dits décoratonsubstitutions) accroches a leur chaine
oligosaccharidique, la longueur de la chaine eelgré de saturation de la chaine d’acides gras.

La synthése du squelette d’oligomeres de chitewe dacteursod requiert I'activité de trois
enzymes codées par les gened ABG présents chez tous les rhizobia caractérisgsi’jasexceptées
deux souches dBradyrhizobium(Giraud et al., 2007). Le genmodC codant pour une N-acetyl
glucosamyltransferase permet I'élongation de langhapuis le gen@odB codant pour une N-de
acetylase entraine la suppression du residu Ndadety'extrémité de la chaine ce qui permet au
produit du genenodA une N-acyl-transférase d'y ajouter une chaineides gras. Ces génes sont
nécessaires a la synthese des facteanls'inactivation de I'un d’entre eux entraine umeapacité a

nodule toute plante (Perret et al., 2000).

c- Les génes Nod :

Les génes de nodulation ou geneslincluent des génes communs et des génes spécifigues
I'néte a infecter (géndssn (Brougthoet al, 2000 ; Spaink, 2000). En 2000, au total 13 gétees
nodulation étaient déja connus. Il s'agit des apgnod ABCIJ, nod FEL, nod MNT, dunodO et du
nodD (Perretet al, 2000).
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Le genenod D négocie les premieres étapes de la nodulation lehleactérie. Il est par conséquent le
premier genenod transcrit lors du processus de nodulation. Sa drgsion se fait de maniere
constitutive (Geurts et Bissed, 2002) et I'actoratde son produit, l@od D, est réalisée par les
flavonoides qui sont des molécules émises paat@ses des légumineuses. Une fois activépkeD

se lie aux sites régulateurs des opérons portirgsautres genewd et active leur transcription. La
Figure ci-apreés illustre ce role régulateunaal D et présente les autres génes de nodulation.

Les genesmodcommunsifodA, B, C, | et J) sont indispensables pour induaredéformation des poils
absorbants en forme de crosserling) et inciter les cellules végétales a se diviseen et al, 1992

; Pelmont, 1995).

Les flavonoides compatibles activent la protéind D, qui est un senseur de I'environnement
et un activateur des géeneed Les protéinesiod D synthétisées vont se lier aadbox, lieu de
régulation des genewdA, B et C. Avec la coopération des flavonoides,destéinesnod D vont
pouvoir promouvoir I'expression des gemesl A, B et C : les protéinesod D ont un site de liaison
pour les flavonoides ; une fois les flavonoidéediaux protéinasodD, ces dernieres, liées anad
box, sont capable d’'induire la transcription de génes. Les vingt polymérases se fixent alorsesur
promoteur de ces génes. (Brevahal, 1992 ; Pelmont, 1995). ces derniers sont trées@t les
protéinemnodA, B et C sont traduites.(Saoudi, 2008).

d-Les génes de la fixation :

1-Les génesiif :

La transcription des génes de la fixation de laZgenesif) n'a lieu que dans des conditions
physiologiques bien définies qui dépendent deprpgtes des bactéries concernées. Les signaux
majeurs intervenant dans cette régulation somtnffianiaque et l'oxygéne. Plus de vingt génds
organisés en opérons interviennent dans la syatbieke fonctionnement du complexe nitrogénase,
dont les genesifHDK qui représentent les genes de structaiH(code pour la réductaseifDK
pour les polypeptides de la protéine a cofacteldjelLa biosynthése du cofacteur FeMo requiert
'assemblage des produits des geniéB, nifE et nifN. La majorité des autres genes jouent un rble
dans la synthése et la maturation des groupemeasthptiques ; certains interviennent dans la
synthese de transporteurs d’électrons et de pextdie régulation. Bien que trés conservés chez les
micro-organismes fixateurs d'azote, les gemésdifféerent au niveau de leur localisation : soit
plasmidique ou chromosomique ; de leur organisagtode la régulation de leur expression (Fischer,
1994).
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2-Les génedix :

genedix sont des genes additionnels, propres aux fixasumbiotiques et impliqués dans les
étapes tardives de développement des nodules dola fixation symbiotique azotée (Brewat al,
1992 ; Hopkins, 2003 ; Noel, 2009). Certains de geses f{x L, fix J) sont des régulateurs de la
synthese du gemef A, intervenant dans la régulation de la synthéska aétrogénase (Noel, 2009).
Le systéme de régulatidixLJ joue un rOle tres important dans I'expressioa genesif et fix et
particulierement dans la régulation du gémi& (David et al., 1988). La protéine régulatridexL,
située sur la membrane des bactéroides, est kerssiboxygéne. En condition d’anoxidixL
s’autophosphoryle et la protéine fixJ est phosygkera son tour, par utilisation de fixL-Phosphate
comme donneur. Ceci permet I'activation de ladcaiption des différents génes et particulierement
celle denifA, qui code pour un activateur de transcription Bpgge a I'opéronnif. Il existe également
une protéine de régulation négativéfl() avec une activité antagoniste a cellenifd, qui inhibe la

synthese des gene# en condition aérobie (Spairek al.,1998).

5-3-2 L'infection :

L'infection débute juste aprés que le rhizobiundst@be par chimiotactisme au poil racinaire
(Hirsch, 1992). (Figure 2) Apres avoir pénétratides bactéries sont entourées par un cordon
d’infection (Hopkins, 1999).

Au bout du cordon d’infection, les bactéries demem des bactéroides (augmentation de leur tdille e
déformation) (Selosse, 2006), alors que les tigeuks plante développent les nodules. Des échanges
de matériaux carbonés et azotés s’établissent edirs les deux parties (Pelmout, 1993).

Il existe trois modalités d'infection que distinctBar vois intracellulaire: dans ce cas, la
pénétration de bactérie dans le poil absorbant qoee la formation d’'un Cordon d’infection
contenant les bactéries disposées en file, puibadetéries sont libérés dans les cellules de I'héte
suivant un mécanisme se rapprochant de I'endocytdss bactéries subissent alors des
transformations morphologiques et leur enzyme didkgion de 'ammonium sot réprimées et ils
commencent a fixer N2, ou bien l'infection par vaiger cellulaire. Dans ce cas, I'infection s’etiiee
directement par pénétration intercellulaire au aiveles cellulesdu rhizoderme (appelé epiderm en

anglais) (Dommergues at, 1998).
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5-3-3 Le développement des nodules :

Le processus d'infection intracellulaire, impligudimfection de poil racinaire. le premiere
signe du processus symbiotique est une déformedaerpoils absorbants, induite par des molécules de
nature inconnue secrétées par la Frankia lors ditacb avec les racines de la plantes héte
(Dommergues «dl, 1998).

Les hyphes pénétrent ensuite dans la zone de aeudhun poil racinaire, puis sont encapsulés dans
une structure équivalente au cordon d'infectionléggsmineuses. Suite, des divisions dans le caltex

la racine infectée, une structure appelée prénodigeprénodule contient larges cellules corticales
infectées par Rhizobium qui fixent l'azote (Benabdetal, 2012). Le primordiales nodulaire est
ensuite initié a partir de divisions observées dapsricycle de la racine (Selosse, 2006), endaoe
pole de protoxyléme, dans une zone proche du pudgiotes hyphes vont ensuite progresser du
prénodule vers les cellules corticales du lobe taduen formation.

Un nodule mature est constitué de plusieurs lolmekilaires (Macheix eal, 2005), chacun
possédant une vascularisation centrale, et unxorganisé en plusieurs zone: zone meristimatique,
d'infection et zone de fixation d'azote ; dansriedules agés, une zone de sénescence est observée.
Des couches de cellule non infectées et induiseatcompartimentation du lobe nodulaire (Pelmout,
1993).Ce processus de formation se traduit pafamee sphérique dans le cas des especes a nodules
de type indéterming, la zone méristimatique essig@nte ce qui traduit par une forme allongée
(Dommergues «dl, 1998).

19



Chapitre 1l :
Matériels et
Méthodes



Chapitre 11 Matériel et méthode

1-Isolement et identification des souches de rhizabn nodulant «Retamamonosperma» et

« Retamaretam » :

1-1Matériel végétal :
1-1-1 Description générale du genre RetamaRetam »et «Retamamonosperma »:
-Retamaretam_:est un arbuste ou arbrisseau de un a quatre mgioeent de longs rameaux
“joncailles” dépourvus ou avec peu de feuillesndde but de s’adapter au milieu désertique owl’'ea
est rare. La chlorophylle se trouve dans I'écoree hmeaux qu’ils sont donc verts et remplacent les
feuilles dans le phénomene d’assimilation chlordimnne. Les stomates sont rares et son confinés
dans des cryptes revétues entourées de poils wuyl'ast toujours humide et I'évaporation est
fortement réduite. Les tiges sont rigides et lgoasois externes sont épaisses et I'épiderme est
recouvert d'une épaisse cuticule (Shalaby et aIF2)L Les fleurs sont en grappe de couleur blanche
ou jaune selon les especes (Shalaby et al., 18¥f)ré 5).
Les gousses sont sub-globuleuses ou ovoides dtisggates (Maire, 1952-1987). Les racines
sont profondes et touchent en permanence les ceuulmaides du sol. Elles peuvent accéder dix
metres (Zohary, 1962) et méme vingt-cing metresodgueur pour les trois especeR..retam, R.
monosperma et R. sphaerocarpa(Haase et al., 1996).
-Retama monosperma :C’est un arbuste dressé pouvant atteindre troigadre) metres de  hauteur
(Figure 6), a tiges ligneuses portant de longs saxeerts, flexibles et soyeux, d’'un vert argenténa
gris argenté, fortement sillonnés. Les feuilles ustules sont alternes, caduques, de forme linéaire,
lancéolée. Leur durée de vie est breve, de quelpues a quelques semaines, ce qui constitue une
bonne adaptation a la sécheresse estivale.
1-1-2 Classification botanique :

- Systématique deRetamaretam :Selon Quezel et Santa (1962) les rétames s@dadalans le taxon

suivant
Regne Végeétal
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Fabales
Super famille Légumineuses
Famille Fabacées
Sous famille Papilionacées
Genre Rétama
Especes R. retam
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-SystématiquedeRetamamonosperma :

Classe Magnoliopsida

Famille Fabaceae

Genre Retama

Espece Retama monosperma

Sous-Espece Retama monosperma sybsp.
Monosperma

1.2. Isolement des bactéries a partir des nodules :
1-2-1Collecte des nodules :
La collecte des nodules sont réalisées a partiratses de la planRetamaretamsituée dans la

région dehammamet-tebessa, et les racines derle Betama monosper masituée dans la région deBir
el Ater.

A

Figure 5: la carte de la localisation géographideie€leux zones de prélévement (A) : Bir el-AteBat (
Tebessa (C) Hammamet (Unesco, 1960).
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Figure 8: nodule sur un pied deetamaretam
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Figure 9: nodule de L’'Espece Figure 1C: nc
Retama retam L’EspeceRete

1-2-2 Isolement des Rhizobiums :
a-Stérilisation des nodules :

Les nodules sont immergés 5 a 10 secondes daman 95% puis transférés dans une
solution de Chlorure de Mercure (HgCI2) acidifi#% (0.1gHgCI2+0.5mIHCI+100ml) pendant 3mn,
ensuite sont rincés 10 fois a I'eau distillée &giVincent, 1970).

b-Ecrasement des nodules :

L'isolement est réalisé selon la méthode de Vihcém. (1970). Les nodules stériles sont
écrasés individuellement dans une goutte d’eailléésstérile dans une boite de Pétri a I'aidend’u
pince stérile, flambée au bec Bunsen. L'opératairré@alisée dans des conditions d’asepsie totale.
c-Isolement de souches de Rhizobium :

Apres I'écrasement et I'obtention d’un jus troubfel’aide d’'une anse de platine prélever la
suspension de nodule est étalée selon la techmigaequatre cadrons sur gélose coulé en boite
(YMA+RC), puis incuber dans une étuve a 30C° Pehdah (Vincent, 1970).
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inoculum
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Figure 11 Isolement en quatre quadrants (Vincent, 1970).

2-Les caracteres culturaux

2-1 Les milieux de culture utilisés pour la croissace desRhizobiums:

Milieu adapté a I'étude des caracteres nutriticnnéé la croissance de toutes les
souchesdehizobium (Ndoye, 1990), Ce milieu a base d'extrait de levetradle mannitol avec ou
sansagar (YMB ou YMA),( Vincent, 1970), est utiligour lidentification et la conservation
dessouches dghizobium.

2-1-1 Milieu liquide :
a-Milieu YMB (Yeast Mannitol Broth) :

Les souches sont mise en culture dans des tubesilsen YMB, incubé 28°C dans un bain
marie agitateur pendant 24h (Vincent, 1970).
milieu de culture ne contienne pas d’agar —agest ilotalement liquide, Ce milieu a la composition
suivante en gramme/litre:

Mannitol 10 g
K2HPO4 0.5 g
MgS04 7 H200.2 g
NaCl0.1g

Extrait de levure 0.5 g
L’eau distillé 1 litre

Le milieu ajusté a pH 6,8 est autoclave a 120°Glaph20 mn.
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2-1-2 Milieu solide :

a-Milieu YMA-RC :A l'aide d'une anse de platine, la suspensiortébianne (isolat cultivé dans
YMB) est prélevé et ensemencé dans des boites tliecpétenant le milieu Yeast Mannitol Agar
(YMA) + rouge de congo RC, incubé dans une étu@@°&€ pendant 3 jours a une semaine (Vincent,
1970).

le milieu nutritif contient de I'agar, mais ce meilix contienne lasolution de rouge Congo. Aprés
ajustement de pH on ajoute 10ml de rouge Congdbgloige Congo dans 100ml d’eau distillée)
(Vincent 1970), la composition du milieu est lasunte :

YMB 1litre.

Solution stock de rouge Congo 1ml

Le pH étant ajusté a 6.8, le milieu est autoclaamdant 20 mn a 120°C.

b- Milieu YMA : (Yeast Manitol Agar) :

L'ensemencement sur le milieu YMA se fait a patérsa culture sur YMB incubé dans une étuve a
30°C pendant 48 h (Vincent, 1970).

Le milieu nutritif est un milieu de culture solidg@s au point par Vincent (1970). Ce milieu eslis#i
pour isoler et conserver les souches debactérigmistiques fixatrices d'azote, Ce milieu a la
composition suivante en

gramme/litre :

YMB 1.0 litre

Agar 15¢

PH 6.8

Ajouter I'agar, autoclave a 120°C pendant 20 misute
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Tableau 03 :Isolats et Souches de référence utilisés dans éteitie
Code des § Souches de Réf. etPlante-héte Origine Sources
de Réfs. et isolats géographique
isolats
A6 Rhizobium sullae sp. | Hedysarum Constantine A.Bengueouar, (2006)
novRHAG coronaruim Algérie UNV. Constantine
HS1 PseuomonasHedysarum | capitatum Constantine Y. Benhizia, (2006)
sp.NZ096 Algérie Constantine
HnA Panotoea Hedysarum Setif A. Troche, (2006)
Agglomerans naudinianum Algérie Constantine
Hcal Pseuomonas sp. KD Hedysarumcarnosom | Constantine Y. Benhizia, (2006)
Algérie Constantine
HP7 Enterobacter kob Hedysarum pallidum | Sétif A. Troche, (2006)
Algérie Constantine
RR11 Isolat Retamaretam Hammamet Notre étude
Tébessa
RR 12 Isolat Retamaretam Hammamet Notre étude
Tébessa
RR 21 Isolat Retamaretam Hammamet Notre étude
Tébessa
RR13 Isolat Retamaretam Hammamet Notre étude
Tébessa
RR23 Isolat Retamaretam Hammamet Notre étude
Tébessa
RM11 Isolat Retama monosperma | Bir el-Ater Notre étude
Tébessa
RM12 Isolat Retama monosperma | Bir el-Ater Notre étude
Tébessa
RM21 Isolat Retama monosperma | Bir el-Ater Notre étude
Tébessa
RM13 Isolat Retama monosperma | Bir el-Ater Notre étude
Tébessa
RM23 Isolat Retama monosperma | Bir el-Ater Notre étude
Tébessa
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3- Tests physiologiques :
3-1 Effet de pH :

Les souches sont cultivées sur le milieu YMB ligquadifférents pH (2, 4, 8 et 10). La croissande es
évaluée dans chaque tube par la mesure de la@emitue a 680 nm aprés incubation a 30°C dans

un bain-marie agitateur pendant 24h.
3-2 Effet de la salinité (Tolérance du NaCl) :

Le milieu utilisé pour réaliser ce test est le miliYMB contenant des concentrations en NaCl (2%,
4%, 6%, 8% et 10%), le pH du milieu de culture @8t les taux de croissances sont enregistrés en
mesurant la densité optique des cultures bactésear680 nm aprés incubation a 30°C dans un bain-
marie agitateur pendant 24h.

3-3 Effet de la température :

L'ensemble des souches sont mises en culture suilily YMA solide dans des boites de
Pétris et incubées a différentes températures,: 30T, 37°C et 44°C a I'étuve pendant une semaine.

4-Tests biochimiques:

4-1 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 des sucsesvants : D-saccharose, D- Fructose, D-
Glucose, D- Galactose et D-Xylose, et la quantéd'ektrait de levure et réduit a 0.05g/l. Les wibe
sont ensemencés et incubés au bain-marie agitat@d°C pendant 24 heures. L’estimation de la

croissance est réalisée en mesurant la densitguep 680 nm (Jordan, 1984).

5- Analyses statistiques :

L’exploitation des données obtenues a été reahsd ytilisation des logociels MINITAB 16
commencant par une ANOVA a deux facteurs avec guapétition par échantillon, suivi par un teste
de comparaison multiple de DUNNETT tenant en comtde souche de référence (A6)
Rhisobiumsullae comme témoin a un seuil de significatias (0,05), ainsi que pour la classification
hiérarchique (CAH). Tant disque la projection dedats et les facteurs étudiés sur les plantsriatto

est réalisé par une analyse des composantes @liesifACP) en utilisant le logiciel Excel stat 2014
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Chapitre Il Résultats et discussion

1-Caractéres culturaux :

Sur le nombre total des nodules récoltés a pads hacines de la plametamaretamet
Retamamonospermanous avons tenu compte 10 isolats avec cinq soucldss
référencesA6 ,HS1,HnA,HCal,Hp7la sélection desaisobe fait selon les deux critéres : pour leur
vitesse de croissance et les isolats qui n’absoy@sou peu le rouge Congo.

1-1 Croissance sur YMA. RC :

La Croissance sur YMA. RC des souches isoléesta gas nodulefRetama retam et Retama
monosperma a donné au bout de 24 a 72h, des colonies absdr@anpeu ou pas le Rouge Congo
restant ainsi rose a blanchatre sur le milieu YMB-Keci est observé chez la majorité des rhizobia
(Jordan, 1984 ; Vincent, 1970).

™

Figure 12: Aspect morphologique d'isolat sur leienil
YMA.RC apres 6 jours d'incubation 30°C.

1-2 Croissance sur bouillon YMB :

Le bouillon YMB est utilisé comme support de re@iga d’'un milieu a un autre. Une fois
ensemencé et aprés 24h d’incubation a 30°C, iasectérise par I'apparition d’un trouble .ce géit&

observé au niveau de tous nos isolats. Les mémuitatssavancés par Vincent, (1970) ; Jordan,
(1984).
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Figure 13: Appatrition d'un trouble apres incubation pendattt urbouillon YMB

1-3Croissance sur YMA:

L'ensemble des isolats présent des colonies, @dras/2 heures d'incubation dans une étuve a
30° C. Les colonies obtenues présentent quatrec@speacroscopiques de couleur blanchatre,
translucides, lisses et visqueuse .Les isolats asact@risent par une forte viscosité due a une
production excessive et abondante des exopolysagebat de Polp-hydroxybutyrate (Zahran, 1999
et Bouras, 2006).

Figure 14: Aspect morphologique d'isolat sur le milieu YMA.

-Il'y a une différence dans la vitesse de croissaentre les colonies des différents isolats. Ertide
des isolats de nodule de la plaRetama monospermaprésentent une croissance rapide et pour les
isolats de nodule de la plarRRetama retam présentent une croissance lente.
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Cette propriété montre qui il y a une biodiversitdére les isolats (Ndoy, 2005)

La premiere classification des bactéries symbiegdixatrices d'azote en deux genres
Rhizobium et Bradyrhizobium s'était basée sur ce critére (Jordan, 1982, 1®84Jait, les souches a
croissance rapide (du genre Rhizobium possedetatuxnde régénération inferieur a six heures) (Perry
et al., 2004 , Somasegran et Hoben, 1994).

2-Tests physiologiques :
2-1 Effet de pH :

Généralement, les souches de Rhizobium possédentpaorietés physiologiques leur
permettant de se développer dans les zones aticdesné-arides. Les principaux facteurs limitant de
l'activité biologique sont: les températures éleyées pH extrémes et la salinité élevée (Cacetaal.,
2003).

Il ressorte de la Figure 17 que I'ensemble desaisatt souches de références tolerent les Ph
alcalin (Ph8 et Ph10), et leurs croissances esité&tnent altérées par les Ph acide (Ph2et Ph4) a
l'instar des deux souches de référence HCal etddlP@nt montrées des taux de croissances presque
constante dans les différents Ph utilisés.

Ces résultats concordent ceux de Razal.ef2001), qui ont trouvé que ld=hizobium spdu
lupin tolérent les variations du pH (de 04 a 1dpBeJordan, (1984), les souches a croissance lente
semblent étre plus tolérantes auxpH faible questasches a croissance rapide (plus sensibles a
l'acidité) et Rai etl. ( 2012) a également signalé que fkizobiaa croissance rapide sont capables de

croitre a un pH de 4.
En général, les rhizobiums sont des bactéries oghites, cependant leur pH optimal

de croissance peut varier (El-Hilali, 2006), etilaissance des isolats dans pH 6.8 présente umebon

croissance.
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Figure 15 : Courbes derégression de la croissance des isla@uches de références sous l'effet

d’un gradient croissant de Ph.

L’analyse statistique des données fait montrerdifiérence tres hautement significative entre
les isolats, les pH utilisés et l'interaction erlge pH et isolats (p<= 0.001). Les résultats enregistrés
(Tableau3) sont en concordance avec celles avgaréslaatallah eél. (2002), qui ont détecté une
croissance de leurs isolats a des valeurs de phHprises entre 4 et 7.5 et plus. Une croissance

optimale de la majorité des isolats est observéhnautre, ainsi qu’au pH alcalin (8.0 et 10).

Le test des comparaison multiple des moyenne den&®urfAnnexe 03) en comparant les
isolats et les souches de références avec la s&hdivise les bactéries en deux groupes distincts
premier groupe formé par les deux souches RR11 ré& Hui ont enregistré une différence
significative avec le deuxieme groupe qui renfetengouche de A6 et le reste des isolats et soutshes

références.
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Tableau 4 ANOVA a deux facteurs avec répétition controlée teis parametres étudiés.

Parametre source DL SC SEM CM F P
PH Isolats 14 0,114545 0,114545% 0,008182 4,34 0,000
Ph 3 0,136044 | 0,136044| 0,045348 24,07 0,0001
Interaction 42 1,825819 1,825819 0,043472 23,08 0dL0
Erreur 180 0,339092 0,339092 0,0018
Total 239 2,415499
NaCl Isolats 14 1,198551 1,198551 0,085611 18,48/ 000,
NacCl 4 0,195267 0,195267 0,048817 10,54 0,0001
Interaction 56 1,310008| 1,310008§ 0,023393 5,05 (1,00
Erreur 225 1,042484 1,042484 0,00463
Total 299 3,746310
Sucres Isolats 14 0,233674 0,233674 0,016691 13,58 0,0001
Sucres 4 3,661026 3,66102¢ 0,915256 744,39 0,0001
Interaction 56 1,656773 1,656773 0,029585 24,06 001,0
Erreur 225 0,276645 0,276645 0,00123
Total 299 5,828118
P < 0,001

2-2 Effet de la température :

Les résultats obtenus (Tableau 4), montrent queedoles souches testées sont capable de
croitre entre 4°C et 44°C a l'exception des souatmgéférences HS1, HnA, Hcal qui n'ont pas
pousseés a la température 44°C avec les deux i$oRii2 et RR23 qui n'ont pas poussés a la méme
température. La plupart des isolats sont capatdesraitre a une température de 4°C a linstar des

isolats deR.retamainsi que RM12.

Toutefois la plupart des isolats et souches deagéés affiche une croissance optimale dans
l'intervalle de 30° a 37°C a I'exception de I'isoRR21 qui s’est pas développer a la températut€ 30
. Ces résultats rejoignent ceux de Jordan, (1984Braham, (1992) qui montrent que l'espéce
Rhizobium se développe mieux entre 20°C et 40°C.,L’actiorladeempérature n’a pas d'effet de la
méme maniere sur les bactéries dans leur habitatehadans la mesure ou les composants du sol

exercent une action protectrice
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Tableau 5 : Effet de la température sur les isolatst les souches de référence.

° 04°C 30°C 37°C 44°C

Les souches

et les isotats

A6 + + + +
HS1 + + + -
HNnA + + + -
Hcal + + + -
HP7 + + + +
RR11 - + + +
RR12 - + + -
RR21 - - + +
RR13 - + + +
RR23 - + + -
RM11 + + + +
RM12 - + + +
RM21 + + + +
RM13 + + + +
RM23 + + + +

2-3 Effet de la

Les résultats obtenus rapportés dans la (Figurepd8) les isolats et les souches de références
montre que la plus part des isolats et souchegfédeences sont altérés par le gradient croissant de
concentrations de NaCl variant de 2% a 10%, ilst smmsidérés comme sensible aux fortes

concentrations en NaCl. D’autre part les bactéd&4 et HP7 ont montré une croissance constante

(-) pas de croissance, (+) croissance normale

salinité :

dans les différentes concentrations utilisées.fgat,ales résultats équivalents sont notés par dedtar

al. (2001) et Abbas edl.(2001) sur le fait que leRhizobia a croissance rapide peuvent tolérer des

concentrations
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supérieures a 2%, ainsi qu’a partir du graphe abtanobserve que tous les isolats ne supporteat plu
les concentrations de NaCl superieur a 2%, quiilastré sur le graphe par la diminution du tawx d
croissance des isolats et souches de réeféerencgdient ascendant des concentrations du NaCl. Ce
qui est au contraire des résultats de Gaur et §981) affirmant que plusieurs souches de
Mesorhizobium ciceri (d’origine indienne) tolérent plus de 2% de NacCl.

Selon Miller et Wood, (1996) ont rapportés queRl@zobium est une bactérie sensible ala
salinité surtout durant le processus de la symbioses il peut tolérer des concentrations élevéks ;
est doté d’'un mécanisme d’adaptation qui le remaisle de surmonter I'effet du stress salin. Plusieu
especes de bactéries sont capables de s’adaptezoaditions de forte salinité par I'accumulation
intracellulaires des solutés organiques de faibldgpmoléculaire appelés osmoprotecteurs (Csonka et
Hanson, 1991).
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Figure 16 : Courbes derégression de la croissance des isblatsiches de références sous I'effet
d’un gradient croissant des concentrations en NaCl.

Le teste de Dunet fait ressortir que les isolatsesches de références se répartissent en deux
groupes le premier groupe formé de (A6, RR12, HSR11,RM11, RM12, RM13, HCal) et le
deuxieme groupe qui enregistre une différence fogiive avec la souches de référence A6 constitué
du reste des isolats et souches de référencesré3alats rapportés par Merabetakt (2006),

montrent que leshizobia tolérent une salinité allant jusqu’a 5% de NaGliino.
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3-Test biochimique :
3-1 Utilisation des sources de carbone (sucres) :

La représentation graphique des mesures de latéeaptique (Figurel9), nous indique
clairement la différence d’assimilation des sucpss les isolats, le galactose et le Saccharose
présentent une bonne source de carbone. Par ¢emiseuches de référence assimilent bien les sucres

qui sont utilisés (mono et disaccharides).

Ce résultat est conformé avec la bibliographielssirhizobia selon Jordan, (1984) ; Vincent, (1982),

ils utilisent faiblement les monosaccharides (Gos;Xylose et Fructose) et di saccharides (Lactose)

Les rhizobiaprésentent un large spectre d’assimilation vissaggs hydrates de carbone. Les
rhizobiaa croissance rapide ont la capacité de produirazyme NADP-6 phosphogluconate
déshydrogénase qui leur permet d'utiliser une laggmme de sucres par rapport aux bactéries a
croissance lenteéBfadyrhizobium). (Martinez-Romero &dl., 1991). LeRhizobiums ont une aptitude a
assimiler les mono- saccharide comme le fructoakctpse, par contre L& adyrhizobium ont une

aptitude variable pour I'assimilation des monosagdks (Graham, 1964).

Saccharose
0.4000
o I
3 0.3000 .
'*3_ 0.2000 é - . = ——
0’ 0.1000 J W o0 % I = ?
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Isolats et souches de références
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Figure 17 : Utilisation des sucres comme sources de carbonkep&solats et les souches de

références.
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L’étude statistique ANOVA a deux facteurs avec tijpé contrdlée selon la source de
carbone (DO en fonction des sucres et isolatshléba 3), montre une différence trés hautement
significatives entres les sucres utilisées, isoltsnteraction isolats sucres #=0,001). D’autres
auteurs constatent également un degré de différdans lI'assimilation des hydrates de carbone
(Struffi etal., 1998, Rodriguerz ei., 1987).

Le test de Dunnett a scindé les isolats et soudbagférences en deux groupes différents, le
premier groupe ( A6, HP7, HS1, RM12,RR12,RR11, RRa3enregistré une difféerence non
significative avec la souche AG, par contre le Xileme
(HCal,Hna,RM13,RM21,RM23,RR21,RR13,RM11) groupe antm& une différence significative

avec la souche contréle au seuil de significatear©(05)
4-Biodiversité des isolats :

L'analyse des composantes principales avec des ddoerties F1 et F2 respectivement
59,04% et 28,84%, nous permet de projeter lestsah les souches de références sur les plans
factoriels avec en taux d’'information de 87,88%ACP (Figure 20) fait ressortir que les isolats se
regroupe dans le méme groupe qui est sensible huackée ainsi aux concentrations élevée en
NaCl>4% avec une préférence aux sources de carBaneharose et Galactose. Les souches de

référence se distingues dans un autre groupe l&antila gamme des sucres utilisés.

Biplot (axes FletF2: 87,88 %)
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L L J
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Figurel8: Projection des isolats, souches de référencegamngéres étudiés sur un plan factoriel en

utilisant 'analyse des composantes principale
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La classification hiérarchique ascendante des tsdapartir des résultats obtenus, permet
d’avoir une premiere indication sur la biodiversis isolats nodulant les IégumineuRetama retam
et R. monosperma (Figure 21). A partir de laquelle en peut avanaer gs isolats regroupés dans un
seul cluster lié au cluster des souches de réfésemaec un taux de similarité égale a 29.38%, kessi
clusters des isolats présentent un taux de simdilate 82.67% entre eux. Par ailleurs il existe
également une biodiversité au sein des micro-syiebides plantes hotes, formant ainsi trois sous
cluster différents SCI :(RR11,RR21,RM23,RR12 et BR24.92%, SCI:(RM11,RM21,RM13 et
RM12)=94.92%, SCIlI :(RR13) relié aux précédanisolaustre avec un taux similarité de 82.67%

D’autre part le les souches de références sengisti dans un autre groupe avec un
pourcentage de similarité égale a 82,60%. Cestadsidont en accorde avec de nombreux auteurs qui
ont montré qu’il existe une grand diversité parms$ Isouches isolée des nodules d’une méme
légumineuse (Prescott @t,2006 ) ; (Dib, 2013) et (Merabet &t, 2006).

Dendrogramme
Liaison compléte; Distance du coefficient de corrélation
29,38
¥ 52,92
.
P
£
(7}
76,46
' 82,67% 82,60%
89.23%
94,92% | 94,92%
100,00 | | | | —

~

Figurel9 Classification hiérarchique ascendante des isetaies souches de références.
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Les travaux menés au cours de cette étude sumibigye entre les Légumineuses du genre
Retama, (R. retaret R. monospermadvec les bactéries symbiotiques et fixatrices at@znous ont
permis d’'une part, d’aborder la compréhension deite en place de cette association originale idu fa
de ses partenaires et, d’autre part, d’établirrdgmtheses quant au caractérisation phénotypique de
ces isolats en les comparant a des souches denedér

Nous avons procédé a un isolement et une caratérisselon les techniques usuelles propres
aux rhizobia selon Vincent, (1970) ; Somasegaran et Hoben, (1@94Jordan, (1984). Cette
caractérisation a pour but I'étude de la bioditérsies isolats, par une approche phénotypique,
physiologique et biochimique en présence des sautheéférence dont leur position taxonomique est
connue.Rhizobium sullag¢ Benguedouar, 2000) et des souches appartenantladse deSamma
protéobactériasolées et caractérisées par Benhizial .€2004).

Les dix isolats absorbent peu le Rouge Congo reatasi rose a blanchatre sur le milieuYMA-
RC, ayant une vitesse de croissance lente avecasigscts macroscopique différentes couleur
blanchatre, translucides, visqueuse et circulagnas le milieu de culture YMA. Ces aspects qui
rapprochent nos isolats a des caractéristiqueRkigsbia

L’étude des facteurs abiotiques (NaCl, pH et terijpée) fait ressortir que les souches isolées
des racines des Légumineustsretamet R. monospermat les souches de références toléerent les Ph
alcalin est elles sont clairement sensible auxdidesa, quant a la salinité les isolats montrentnetee
sensibilité aux concentrations élevées en Nacl > g contre les souches de références ont montré
une croissance constante dans les différentes iotvatiens utilisées. la plupart des isolats et besc

de références affiche une croissance optimale klatesvalle de 30° a 37°C a I'exception de l'isbla
RR21 qui s’est pas développer a la température.30°C

Les tests nutritionnels montrent que les souchegéfigences utilisent une large gamme de
carbohydrates et préférentiellement les monosaicidsaet les disaccharides contrairement aux isolats
des deux plantes hotes du geRetamaqui ont affiché une préférence aux Saccharoseatic®se
comme source de carbone.

Toutefois les isolats ont enregistré un taux deilaiité de 29,38% avec les souches de
référence qui les rapproche d’avantage lezobia avec une biodiversité marquante au sein de leur
groupe.

En perspective il est nécessaire de procéder mamdeulations croisées entre les isolats des
deux plantes hétes pour la compréhension de lafgitécplante et le partenaire symbiotique. Une
étude moléculaire par un séquencage des genesdd&tion, 16SrRNA et les génes de ménages est
obligatoire pour élucider la position taxonomiquee des isolats.
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Annexe



Annexe 01 :Tableau des résultats de la mesure des densiigseptes différents tests.

Paramétres RR11 RR12 RR21 RR13 RR23 RM11] RM12] RM21 RM13 | RM23
PH PH 2 0.0614 | 0.0598| 0.0647 0.059F 0.0638 0.0624.06%B | 0.0601| 0.0663] 0.066¢
0.0719 | 0.0609| 0.0538 0.0621 0.06743 0.0681 0.0627059@. | 0.0641| 0.0671
0.0627 | 0.0656| 0.0681 0.068Y 0.0699 0.0619 0.06460658. | 0.0670| 0.0586
0.0554 | 0.0681| 0.0663 0.0605 0.0663 0.0649 0.0643068Q2. | 0.0591| 0.0654
PH 4 0.1620 | 0.1617| 0.1173 0.154f 0.0647 0.1813 218 0.1768 | 0.0562| 0.1418§
0.1208 | 0.0325| 0.1240 0.1583 0.1171 0.17p0 0.1115090@. | 0.1628 | 0.1726
0.1434 | 0.1185| 0.2260 0.0250 0.1257 0.17y0 0.17111720. | 0.1158 | 0.1002
0.0619 | 0.1173| 0.1570 0.1332 0.1510 0.18¢1 0.14501173. | 0.1439| 0.1234
PH 8 0.2968 | 0.2423| 0.2009 0.3098 0.12%50 0.3018 8121 0.3263 | 0.3390| 0.3008
0.2271 | 0.2820| 0.2598 0.3009 0.2850 0.3185 0.23562258. | 0.3060 | 0.2709
0.2892 | 0.2618| 0.2834 0.2831 0.3257 0.28p5 0.3374227Q. | 0.3020 | 0.2433
0.1081 | 0.3091| 0.2214 0.3318 0.3191 0.2489 0.28202608. | 0.2758 | 0.2848
PH 10 0.2272 | 0.3029| 0.317Q0 0.337p 0.2446 0.2811 25W2| 0.2703 | 0.2185| 0.022(
0.2521 | 0.1141| 0.2056 0.3000 0.3002 0.09p7 0.27342380. | 0.2754 | 0.3159
0.1910 | 0.3159| 0.1741 0.2961 0.3192 0.18f0 0.3%40299@. | 0.1892 | 0.2596
0.3288 | 0.2570| 0.2281] 0.3304 0.2673 0.26f0 0.3220023Q. | 0.0624 | 0.1804
Nacl Nacl 2% | 0.3199 | 0.3210/ 0.3160 0.2810 0.1930 6B2 | 0.1278 | 0.3650[ 0.2219 0.347
0.2611 | 0.1874| 0.1958 0.3173 0.2858 0.2180 0.3262162@. | 0.2250 | 0.1283
0.2283 | 0.1602| 0.1555 0.1707Y 0.1470 0.21p0 0.21642506. | 0.3250 | 0.2551
0.1751 | 0.2867| 0.3520 0.1757 0.2316 0.20p9  0.10901520. | 0.1079| 0.1660
Nacl 4% | 0.3414 | 0.3184| 0.3156 0.2244 0.3621 0.26{L7.1080 | 0.1483| 0.1070, 0.406¢
0.3633 | 0.1874| 0.27220 0.368% 0.2228 0.19p2 0.12591229. | 0.2740| 0.2720
0.2756 | 0.1602| 0.3715 0.139%5 0.3096 0.1742 0.12520740. | 0.1100| 0.2700
0.3872 | 0.2867| 0.4840 0.3080 0.1230 0.16p6 0.2%001970. | 0.1550| 0.3550
Nacl 6% | 0.1028 | 0.0105| 0.0540 0.1130 0.0880 0.0204.0126 | 0.0931| 0.0320, 0.1124%
0.0260 | 0.0340| 0.0680 0.1120 0.0543 0.04p0 0.02080630. | 0.0700| 0.0030
0.0640 | 0.0880| 0.0130 0.9900 0.0220 0.05R0 0.0778069@. | 0.0826 | 0.0343
0.0524 | 0.0540| 0.0170 0.058% 0.0140 0.0089 0.0%360060. | 0.0784 | 0.0625
Nacl 8% | 0.0928 | 0.0385| 0.0590 0.0950 0.0840 0.0750.1144 | 0.0130| 0.0803 0.108(
0.0740 | 0.0800| 0.0975 0.098p 0.0550 0.07R0 0.04550160. | 0.0209 | 0.0675
0.0198 | 0.0770| 0.0645 0.077% 0.0808 0.0128 0.0192097@. | 0.0860| 0.0090
0.0400 | 0.0166| 0.02300 0.0680p 0.08q0 0.0480 0.02100650. | 0.0240 | 0.0345
Nacl 0.0420 | 0.0770| 0.0300 0.0609 0.0450 0.02y6 0.0%300680. | 0.0970| 0.0900
10% 0.0555 | 0.0500| 0.0410 0.0758 0.0625 0.05p5 0.07200510. | 0.0505| 0.0702
0.0750 | 0.0656| 0.0780 0.0960 0.0920 0.03l0 0.06300720. | 0.0480| 0.0490
0.0790 | 0.0765| 0.0455 0.0850 0.0790 0.0780 0.04100400. | 0.0990| 0.0840
Sucres Saccaros| 0.1201 | 0.0652| 0.1563 0.0792 0.0583 0.04f2 0.0948051@. | 0.1375| 0.1798
€ 0.1838 | 0.0775| 0.0605 0.1283 0.0994 0.0510 0.0%74143@. | 0.0662 | 0.0625




0.0719 | 0.1229| 0.1345 0.0774 0.1428 0.15B9 0.13540846. | 0.0654 | 0.0203
0.0708 | 0.1482| 0.0612 0.1349 0.0748 0.12B0 0.03810888. | 0.1182| 0.0807
Xylose 0.0495 | 0.0599| 0.0273 0.0503 0.0339 0.04130338 | 0.0060 | 0.0028] 0.053¢
0.0846 | 0.0886| 0.1038 0.0653 0.0652 0.1180 0.02530266. | 0.1163| 0.1073
0.0618 | 0.0305| 0.0448 0.0109 0.03d0 0.02B1 0.03921126. | 0.0359 | 0.0271
0.0305 | 0.0383| 0.0101 0.0748 0.0430 0.0217 0.06230326. | 0.0555| 0.0183
Galactose | 0.0350 | 0.0600| 0.1900 0.1920 0.0505 0.04B0 0.09801230. | 0.1272| 0.0624
0.0605 [ 0.0858| 01510 00509 0.1600 0.16f5 0.14601506. | 0.1570| 0.1277
0.0760 | 0.0450| 0.0815 0.1930 0.1570 0.19f5 0.17202039. | 0.0443| 0.1221
0.0825 | 0.0172| 0.146 | 0.1520 0.1330 0.150 0.0480 280.0| 0.2018 | 0.0491
Glucose | 0.0610| 0.0620, 0.0134 0.0713 0.0288 0.00320406 | 0.0386 | 0.0343 0.0157
0.1080 | 0.0380| 0.0443 0.0776 0.0491 0.0016 0.04240100. | 0.1252| 0.1145
0.0635 | 0.1027| 0.1298 0.0701 0.0718 0.06p8 0.0074086@. | 0.0402 | 0.0483
0.0601 | 0.1435| 0.0701 0.1306 0.0629 0.10p5 0.03711336. | 0.0449 | 0.1182
Fructose | 0.0090 | 0.0370| 0.0392 0.0098 0.1083 0.0050.0143 | 0.0796| 0.0472] 0.0566
0.0714 | 0.0776| 0.0551 0.1320 0.0571 0.062 0.0293012Q. | 0.0682| 0.0555
0.0547 | 0.0535| 0.0503 0.0717f 0.0942 0.00B5 0.06870719. | 0.0841| 0.0208
0.0284 | 0.0317| 0.1182 0.0061 0.021 0.09%2 0.03940120. | 0.0173| 0.0952
Annexe 02 :
Modeéle linéaire général : D.O. en fonction de Isola  ts; Ph

Facteur Type Niveaux Valeurs
Isolats fixe 15 1;2;3;4;5;6;7;8;9;

Ph fixe 4 1;2;3,4

Analyse de la variance pour D.O., avec utilisation
ajustée pour les tests

Source DL SomCar séq SomCar ajust CM ajust

Isolats 14 0,114545  0,114545 0,008182

Ph 3 0,136044 0,136044 0,045348

Isolats*Ph 42 1,825819  1,825819 0,043472

Erreur 180 0,339092 0,339092 0,001884

Total 239 2,415499

10; 11; 12; 13; 14; 15

de la somme des carrés

F P
4,34 0,000+
24,07 0,000+

23,08 0,000***



Modéle linéaire général : D.O.NaCl en fonction de |

Facteur Type Niveaux Valeurs
Isolatsl fixe 15 1;2;3;4;5;6;7;,8;9;

Niv NaCl fixe 51;2;3;4,5

Analyse de la variance pour D.O.NaCl, avec utilisat

ajustée pour les tests

Source DL SomCar séq SomCar ajust C
Isolats1 14 1,198551  1,198551 0O
Niv NaCl 4 0,195267 0,195267 0

Isolats1*Niv NaCl 56 1,310008 1,310008 0
Erreur 225 1,042484 1,042484 0

Total 299 3,746310

Modeéle linéaire général : D.O.S. en fonction de Iso

Facteur Type Niveaux Valeurs
Isolatsl fixe 15 1;2;3;4;5;6;7;8;9;

Sucres fixe 51;2;3;4,5

Analyse de la variance pour D.O.S., avec utilisatio

ajustée pour les tests

Source DL SomCar séq SomcCar ajust CM
Isolats1 14 0,233674 0,233674 0,0
Sucres 4 3,661026 3,661026 0,9

Isolats1*Sucres 56 1,656773 1,656773 0,0
Erreur 225 0,276645 0,276645 0,0

Total 299 5,828118

solats1; Niv NaCl

10; 11; 12; 13; 14; 15

ion de la somme des carrés

Majust F P

,085611 18,48 0,000***
,048817 10,54 0,000***
,023393 5,05 0,000***

,004633

lats1; Sucres

10; 11; 12; 13; 14; 15

n de la somme des carrés

ajust F P

16691 13,58 0,000***
15256 744,39 0,000***
29585 24,06 0,000%**
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Annexe 03: Informations de groupement avec la méthode de Du nnett et un niveau de
confiance

de 95,0%
Isolats N Moyenne Groupement

11 (contrdle) 16 0,1835 A

13 16 0,2468
1 16 0,2347

5 16 0,2200 A
8 16 0,2014 A
4 16 0,2010 A
14 16 0,1998 A
12 16 0,1986 A
9 16 0,1965 A
2 16 0,1864 A
10 16 0,1862 A
3 16 0,1838 A
7 16 0,1802 A
6 16 0,1680 A
15 16 0,1659 A
Annexe 04 :

Informations de groupement avec la méthode de Oiuehan niveau de confiance de 95,0%
Isolats1 N Moyenne Groupement

11 (contr6le) 20 0,18192 A

2 20 0,22639 A
12 20 0,20325 A
1 20 0,19148 A
6 20 0,17172 A
7 20 0,15462 A

9 20 0,12575 A



14 20 0,12375 A
3 20 0,10099

4 20 0,07841

5 20 0,05617

8 20 0,05361
13 20 0,04661
10 20 0,04633
15 20 0,03381
Annexe 05:

Informations de groupement avec la méthode de Ouehan niveau de confiance de 95,0%
Isolats1 N Moyenne Groupement

11 (contr6le) 20 0,1233 A

14 20 0,2088
13 20 0,2046
9 20 0,1992
8 20 0,1923
10 20 0,1647
3 20 0,1615
4 20 0,1609
6 20 0,1594
15 20 0,1537 A
12 20 0,1510 A
7 20 0,1510 A
2 20 0,1435 A
1 20 0,1258 A

5 20

0,1183 A



