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Résumé

Dans cette étude un total de 80 isolats bactériens isolés a partir des nodules racinaires
de Lupinus angustifolius poussant a I’état sauvage dans la région Nord-Est Algérien dans la
wilaya d’El Tarf. Le test de nodulation a confirmé la capacité de 64 isolats a induire la
formation de nodules sur leur plante-héte d’origine.

La RAPD-PCR, aboutie ala répartition de ces isolats en 17 profils différents. Le sequencage
partiel du géne ribosomique ARNr 16S de chague représentant de groupe a affirme
I'appartenance des souches étudiées au genre Bradyrhizobium. Cependant I’affiliation au
niveau de I’espece n’a pas été établie. Pour cette raison I’étude phylogénétique basée sur le
sequencage des genes de ménage (ginll, recA ) ainsi que des génes symbiotique (nodC) a été
menée . Cette analyse a confirmée et préeciser les résultats précédents. En effet, elle montre
leur distribution en quatre grands groupes phylogénétiquement différents. Toutes les souches
étudiées appartiennent au groupe Bradyrhizobium symbiovar genistearum. Les souches ont
fait I’objet d’une caractérisation phénotypique a savoir : les caractéres culturaux, cellulaires,
nutritionnels, physiologiques et biochimiques. Cette analyse confirme la biodiversité au
niveau des souches isolées de Lupinus angustifolius de I'Algérie.

En se basant sur les résultats obtenus, Cette étude a révélé la diversité des rhizobia nodulants
Lupinus angustifolius avec quelque espéece potentiellement nouvelle de Bradyrhizobium,
nécessitant une caractérisation taxonomique supplémentaire pour confirmation et description

formédlle.

Mots clés : Lupinus angustifolius, Bradyrhizobium, Nodules, Genes de meénage, Genes

symbiotique, Biodiversité.



Abstract

In this study a total of 80 bacterial strains isolated from root nodules of Lupinus
angustifolius grown wild in the North-Eastern Algerian region of El Tarf, The nodulation test
confirmed the ability of 64 isolates to nodulate their original host plant.

RAPD -PCR, distribut these isolates into 17 differents profiles. Analysis of 16S rRNA gene
sequences of a representative strain of each profil showed that all the isolates belonged to the
genus Bradyrhizobium, but their affiliation at the species level was not clear. For this reason
the phylogenetic study based on the sequencing of housekeeping genes (ginll, recA) as well
as symbiotic genes (nodC) was conducted. This analysis confirmed and clarified the previous
results. Indeed, revealed the distribution of the strains into four large groups phylogenetically
different. All the examined strains form a homogeneous group within the genistearum
symbiovar of Bradyrhizobium. The strains were the subject of a phenotypic characterization
namely: cultural characters, cellular, nutritional, physiological and biochemical, which
confirm the biodiversity of Lupinus angustifolius strains isolated from Algeria.

Based on the results obtained, this study revealed the diversity of the rhizobia nodulating
Lupinus angustifolius, with some potentially new Bradyrhizobium species, requiring further

taxonomic characterization for confirmation and formal description.

Key words : Lupinus angustifolius, Bradyrhizobium, Nodules, Housekeeping genes,
Symbiotic genes, Biodiversity.
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Introduction

L‘analyse de la variabilité génétique des étres vivants en particulier ceux d’importance
agronomique constitue une étape essentielle pour comprendre les mécanismes d évolution des
especes ains que pour assurer une bonne gestion des ressources biologiques pour une
utilisation durable.

Dans les pays du pourtour du bassin méditerranéen, les |égumineuses occupent une
place importante tant au niveau économique qu'au niveau écologique. Elles constituent une
source d'aimentation pour I'hnomme (légumineuses a graines, pois chiche, haricot, lentille ... )
et fourrage pour les animaux (luzernes, trefles, sulla.. ). Les plantes de cette famille
présentant souvent des nodosités traduisant une symbiose avec les bactéries fixatrices d'azote
appel ées Rhizobium (Moulin, 2002).

Le systeme de fixation d’azote atmosphérique le plus pertinent dans les agricultures
est celui ou I'azote est fixé de maniere symbiotique par |'association de légumineuses et de
bactéries appartenant au groupe Rhizobium, qui fournit au monde entier 45 millions d'azote

aux terres agricoles (Curatti et Rubio, 2014).

L’interaction entre ces deux partenaires est réalisée avec un haut degré de spécificité.
Une legumineuse entre en symbiose avec un nombre limité d’especes bactériennes. En
revanche certains micro-symbiontes s’associent avec plusieurs partenaires alors que d’autres
ont une gamme d’h6te étroite. Cette spécificité est basée sur une communication moléculaire

entre les deux partenaires (Pawlowski et Bisseling, 1996).

Le lupin est une légumineuse a grande importance agronomique, économique et
nutritionnelle. la culture du lupin remonte a la plus haute antiquité. pour ses graines tres riches
en protéines et en huiles ce qui lui confére une bonne valeur énergétique (Koltz,1863). Selon
Quezel et Santa (1962), en Algéie il existe 4 espéces (L. angustifolius, L. albus, L.

micranthus, L. tassilicus).

Néanmoins, le lupin n’a pas été largement utilisé pour I’alimentation humaine en
raison de la présence d’alcaloides qui donnent aux lupins sauvages un godt trés amer.
Aujourd’hui, la culture du lupin dans e monde entier est limitée aux variétés douces.

les lupins sont capables de nodulation en s’associant avec des bactéries fixatrices
d’azote atmosphérique des genres Rhizobium et Bradyrhizobium essentiellement — et sont
donc fortement avantagées pour coloniser des habitats pauvres en déments azotés. D’autres
espéces de lupins ont montré leur potentiel pour permettre la restauration de milieux tels que
des déserts érodés ou des dunes de sable (Magnusson et al., 2004 ; Fuentes et Planchuelo,
2000).
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Les études dans le milieu méditerranéen ont été jusqu'a présent principalement
focalisées sur les légumineuses cultivées et leurs symbiotes. Alors que Jusqu'a présent
I’avancée de recherche dans la connaissance des rhizobium associées aux légumineuses
spontanées est lente. Pourtant, par leur vaste répartition géographique dans le bassin
Méditerranéen, ces plantes jouent un rdle trés important dans le maintien et I'amélioration de
lafertilité des sols (Perry,2016)

En Algérie, de nombreuses études sur la symbiose rhizobia-légumineuses sont
réalisées (Benhiziaet al., 2004 ; Boulilaet al. 2009 ; Bourebaba et al.,2016 ; Riah et al., 2014
; Ahnia et al., 2014 ; Torche et al., 2014 et autres), ces études ont concerné les rhizobia des

différentes régions du pays (régions de nord, semi-aride et aride).

De ce fait, la nécessité de lancer des investigations pour les descriptions génotypiques
et phénotypiques et de connaitre la diversité des deux symbiotes est un préalable a toute
utilisation des potentialités de ce phénomene. Dans ce contexte, Le présent travail concerne
en priorité I’étude de la biodiversité des endosymbiotes associés a la plante de Lupinus
angustifolius , sur le plan phénotypique. génotypiques et phylogénétique. Pour atteindre ces
objectifs nous avons réalise | es étapes suivantes:

1. prospecter et déterminer le site géographique de la plante Lupinus.

2. Isolement de souches bactériennes a partir des nodul es de Lupinus angustifolius dans
différents sites de la région de la wilaya d El-Taref dans lesquels ces plantes sont

habituellement rencontrées .
3. Authentifier pour une mise en évidence du pouvoir ineffectif d’isolats obtenus.

4. Caractérisation génotypique des souches isolées en utilisant des techniques qui permettent
I'étude de la biodiversité génétique et phylogénétique en se basant sur les profils d’ADN et le

sequencage des acides nucléiques.

5. Une caractérisation phénotypique des isolats obtenus a éé menée pour évaluer leurs
propriétés symbiotiques, leur capacité a tolérer les conditions de stress : les températures
élevées, la salinité, la variation de pH et I’utilisation des sucres et des acides aminés comme
seule source de carbone et d’azote.

Trois grandes parties sont illustrées dans cette présente these, la premiere aborde une

synthése bibliographique permettant de situer le travail dans son contexte scientifique.
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Ensuite, une deuxiéme partie concerné le matériel et les méthodes utilisés pour
chaque étape de travail depuis la mise en culture , I’authentification et la caractérisation
phénotypique et phylogénétique desisolats symbiotiques de L.angustifolius.

Enfin, les résultats obtenus ont été analyses, comparés et discutés dans la derniere
partie.

Cette thése est clbturée par une conclusion, comporte une série de réflexions

scientifiques et de perspectives qui restent aréaliser dans un avenir proche.
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1.Fixation biologique de |'azote atmosphérique
1.1 Description du processus

L'azote est un éément chimigque fondamental pour toute forme de vie . On le retrouve
dans de nombreuses biomolécules telles que les acides amines, les acides nucléiques, et dans
de nombreux autres composés organiques indispensables a la vie, ce qui implique son
intervention dans la structure et le métabolisme cellulaire (peret, 2007). Cet éément est I'un
des plus abondants sur Terre, constituant prés de 78% de I'atmosphére (Richlefs et Miller,
2005), ou il est présent sous forme de diazote gazeux (N2), une forme chimiquement inerte
tres stable et inutilisable par la plupart des organismes vivants, Bien que la disponibilité
d'azote est limitée dans beaucoup de sols, Les organismes vivants dépendent donc des
mol écules azotés plus réactives présentes dans le sol : comme I'ammonium et |es nitrates, qui
ne sont pas malheureusement abondantes que I'azote gazeux. (Hopkins, 2003; Perry et al.,
2004).

En effet, pour étre utilisable, I’azote doit étre sous forme minérale (NH4" et NOs), Le
processus qui permet I’assimilation de I’azote atmosphérique est appelé fixation de I’azote.
Il peut étre mené de maniere abiotique, a cause des phénomenes naturels comme les
décharges éectriques et les éruptions vol caniques, ou industrielle (processus de Haber-Bosch)
(Hopkins, 2003), ou par I’intermédiaire des activités métaboliques de certains étres vivants ce

processus appelé la fixation biologique de I’azote (FBN).

La fixation biologique de I'azote est sur terre, le second plus important processus
biochimique aprés I’assimilation du CO; (la photosynthése). cette fixation n’est pas commune
atoutes les plantes mais seules les plantes de la famille des |égumineuses en association avec
les seuls organismes capables de I'utiliser qui sont des bactéries du sol dites diazotrophes qui
peuvent convertir I'azote moléculaire (N, ou diazote) en une forme biologiquement utile
(Doré et al., 2006 ; Rose et Mudller, 2006). Ces bactéries fixatrices d'azote remplissent une
fonction écologique irremplagable. En effet, avant la découverte des procédés de synthese
industrielle de I'ammoniac, elles éaient les seules capables a faire entrer |'azote dans les
cycles biologiques (Davet, 1996). Il est a noter que I’agriculture des anciens grecs et romains
abien exploité la fixation biologique de I’azote en cultivant des léegumineuses, sachant que le
role des microorganismes dans la fixation de I’azote n’ait été découvert qu’en 1888 par H.
Hellriegel et H. Wilfarth (Hopkins, 2003).
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Ces bactéries capables de fixer |'azote atmosphérigue grace a un complexe enzymatique
réducteur appelé la nitrogénase (Duhoux et Nicole, 2004). Le complexe nitrogénase
(Figure 1) le plus étudié comprend deux composantes metalloprotéiques : une ferroprotéine
(protéine Fe) et une ferro-molybdoprotéine (protéine FeMo). Les genes qui codent ces deux
protéines et les autres proténes nécessaires alaréaction ou a sa régulation sont groupés dans
un méme opéron appelé nif (pour Nitrogen Fixation). La protéine FeMo est un tétramere de
230 kDa codé par les genes nifD et nifK, elle contient le site réducteur du substrat. La proténe
Fe est un homodimére de 64 kDa codé par le géne nifH, c'est le composant donneur
d'éectrons, il contient le site de liaison de I’ATP ( Rees et Howard, 2000). En conditions de
faible teneur en oxygene, cette enzyme catalyse la réduction de |'azote atmosphérique N, en

ammoniac NHz (Downie, 2005 ), selon le mécanisme suivant:

+ . Nitrogénase
N>+ 8H" + 8e + 16ATP Y » 2NH3+H>+16ADP+16P;
e Mo

Nitrogenase enzyme complex

Fe protein

— —

MoFe protein

Ferredoxinox Products
2 NHy, H,
Substrate

Ferredoxingeq N,, 8 H*

16 ATP=
16(%)

Figure 1: Mécanisme moléculaire de la réduction de I’azote atmosphérique en ammoniac par
la Nitrogénase (Taiz and Zeiger, 2003).
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1.2 Diver sité des microor ganismes fixateurs d'azote

La diazotrophie est un processus qui a éé mis en évidence uniquement chez les
procaryotes (bactéries et cyanobactéries) (Raymond et al., 2004 ; Lloret et Martinez-Romero,
2005). En effet, il existe des microorganismes fixateurs d’azote a I’état libre, et des
microorganismes fixateurs qui vivent en associations symbiotiques avec les plantes dans des

structures racinaires ou caulinaires organisees appel ées nodosités ou nodules (vilain,1997).

1.2.1 Lesfixateurslibres

Les bactéries capables de fixer |'azote atmosphérique sans étre en association
symbiotique, sont tres répandues. Elles habitent les sédiments marins ou d’eau douce, les sols,
les surfaces des feuilles et des écorces ainsi que le tube digestif de certains animaux (Hopkins,
2003). Comprennent des genres variés : bactéries aérobies Acetobacter (Gillis et al., 1989),
Azobacter (Becking, 2006), Azospirillum (Steenhoudt etVanderleyden, 2000), ou bactéries
anaérobies gtrictes Clostridium (Asami et Kiwamu, 2006), Desulfovibrio (Le Gall et Senez,
1960), ou aérobies facultatives Klebsiella (Chelius et Triplett, 2000), Pseudomonas (Y an et
al., 2008) , des bactéries phototrophes a photosynthese anoxygenique Rhodobacter (Masepohl
et al., 2005), et Rhodopseudomonas (Wang et Noren, 2006), des cyanobactéries (Algues bleu-
vert) comme Anabaena (Allen et Arnon, 1955) et Nostoc (Meeks et Elhai, 2002), et dans les
conditions microagrobie on trouve les genres Azospirillum (Tegjera et al., 2005; De Felipe,
2006) et Beijerinckia (De Felipe, 2006).

1.2.2 Lesfixateurs symbiotique

Au cours de I’évolution, certaines plantes ont mis en place des associations
symbiotiques avec ces microorganismes pour pallier la faible disponibilité de I’azote dans les
sols. Il existe plusieurs types de symbioses fixatrices d’azote, deux groupes de végétaux
forment des symbioses nodulaires avec des bactéries diazotrophes: les plantes
actinorhiziennes, dont les partenaires symbiotiques sont des bactéries filamenteuses
sporulantes Gram positif du genre Frankia associées a des arbres et des arbustes comme les
Casuarina, les Myrica et les Alnus (Franche et al., 2009), les |égumineuses qui sassocient aux
Rhizobium (bactéries unicellulaires gram négatif I'un des principaux groupes et le plus
anciennement connu, sassocient aux légumineuses (Perry et al., 2004). Dans les deux cas, la
symbiose avec les bactéries aboutit alaformation de nodules fixateurs d’azote sur les racines,

parfois sur les tiges. Dans les nodules, les bactéries, protégées et recevant de la plante des
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composés carbonés issus de la photosynthese, lui fournissent en échange de l|'azote

assimilable.

Les plantes actinorhiziennes jouent un réle important dans la colonisation de terres peu
fertiles ou dégradées (Dommergues et al., 1998). Mais la symbiose quantitativement la plus
importante d'un point de vue écologique (maintien et régénération de la fertilité des sols) et
agronomique (productions agricoles et forestieres) est celle associant les rhizobiums aux

|égumineuses (Graham et Vance, 2000).

Les cyanobactéries sont d’autres bactéries, photosynthétiques, Gram négatif, capables
de fixer I'azote atmosphérique en symbiose. Une symbiose particulieérement importante
concerne la cyanobactérie Anabaena associée a la fougere aquatique Azolla, qui est utilisee
comme engrais vert dans les rizieres (Franche et al., 2009). Les symbioses fixatrices d'azote
(Rhizobium-légumineuses, Frankia-plantes actinorhiziennes, cyanobactéries-fougeres) sont
responsables de la réduction de plus de 120 millions de tonnes d’azote atmosphérique par an
(Elmerich, 1993). Il faut enfin noter qu'au dela de ces associations symbiotiques fortes, de
nombreuses bactéries fixatrices libres sont capables d’interagir avec les plantes en s’associant
aux systemes racinaires de fagon endophytique sans former de structures différenciées. C'est
le cas, en particulier, pour les Azospirillum avec les graminées (Cocking, 2003).

La fixation biologique de |'azote , un processus complexe, réalisé exclusivement par
des microorganismes procaryotes (bactéries et Archaea), permet la conversion du N2

atmosphérique en ammoniac par |'enzyme nitrogenase.

L'azote fixé biologiquement est utilisé directement par la plante et est donc moins
susceptible aux pertes dues a I'immobilisation, a la dénitrification, a la volatilisation ou a la
lixiviation (Nielsen, 2006). Du point de vue de I'agriculture, Le systéme de la fixation
biologique de I'azote le plus pertinent est celui ou I'azote est fixé de maniéere symbiotique par
I'association de légumineuses et de bactéries appartenant au groupe Rhizobium, qui fournit au
monde entier 45 millions d'azote aux terres agricoles (Geddes et al., 2015). Pour cela cette
association a été depuis toujours la plus éudiée a I'échelle mondiale pour leur importance
agronomique, économique et sociae.
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2. Légumineuse

Les plantes de la famille des légumineuses présentent I’énorme avantage par rapport
aux autres plantes de pouvoir s’associer a des bactéries du sol communément appelées
rhizobiums . Cette association se traduit par une relation symbiotique, au cours de cette
association la plante fournit a son symbiote une niche écologique et les ééments nutritifs
issus de la photosynthése, nécessaires a son métabolisme. et le micro-organisme fournit
I’azote assimilable (NHz) a partir de I’azote de I’air (N2) (Hopkins, 2003).

Cette relation rapporte autant d’azote que I’industrie mondiale des engrais. Face a une
indépendance galopante en engrais azotés pour I’agriculture dite durable. La rotation des
cultures avec les Légumineuses est indispensable pour économiser les fertilisants chimiques,
trés couteux en énergie fossile et contribuant a I’effet de serre via I’émission de grandes

quantités d’oxyde nitrique (Crutzen et al., 2007).

2.1 Diversité deslégumineuses

Les Iégumineuses ou Fabaceae constituent un des groupes les plus importants parmi
les dicotylédones. Elles forment une famille importante et variée des Angiospermes, la
troiseme aprés les Orchidaceae et les Asteraceae (Doyle et Luckow, 2003). Elles
correspondent a la division des Magnoliophyta, Classe des Magnoliopsidae et Ordre des
Fabales (Cronquist, 1988). Son nom dérive du latin legumen (graine avec gousse). Ce groupe
de plantes correspond a la famille des Leguminosae (Fabaceae ) avec trois sous-familles en
fonction de leurs différences florales. Mimosoideae, Caesalpinoideae et Papillionoideae
(Faboideae), (Sprent et James, 2007).

Cependant, les systématiciens ont repéré que des analyses phylogénétiques de plus en
plus nombreuses indiquaient un probléme de classification dans ces sous-familles, notamment
au niveau de celle des Caesalpinioideae. Des tribus et sous-tribus de légumineuses ne

présentant pas de monophylies sont retrouveées.

De ce fait, un travail de reclassification a été entrepris par (The Legume Phylogeny
Working Group, 2013). C’est en accord avec ce groupe de travail sur la phylogénie des
légumineuses, reconnu en tant qu’autorité compétente pour définir/affiner les connaissances
phylogéniques et |a classification concernant les Fabacées, que des preuves phylogéenétiques

ont été apportées pour redéfinir les sous-familles des |égumineuses (Azani et al., 2017).
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Les auteurs ont ainsi pu redéfinir les sous-familles des Leguminosae en se basant sur le
gene matK (Figure 2). Un des changements majeurs propose par les auteurs est la création de
six sous-familles distinctes au sein des |égumineuses : Caesalpinioidae (incluant le clade des
Mimosoideae), Cercidoideae, Detarioideae , Dialioideae, Duparquetioideae, et

Papilionoideae.

Cette famille des Iégumineuses comprend plus de 770 genres et prés de 20 000
especes (Lewis et al., 2005 ; Azani et al., 2017). Elles sont présentes dans presgue tous les
milieux terrestres, caractérisees par une large diversité et sont dominées par les especes

ligneuses et vivaces (Chang, 2011).

La maorité des espéeces appartenant aux sous-familles Faboideae et Mimosoideae
participe a la fixation de I’azote avec les bactéries symbiotiques (plus de 90% des espéces)
(Doyle, 2011) en formant généralement des nodules racinaires et occasionnellement

caulinaires.

Pour la premiere sous famille les Faboideae: représentent la sous-famille la plus
diverse avec (97%) des plantes nodulés, se divisent en deux groupes maeurs de plantes
cultivées il sagit des légumineuses appelées Galégoides, avec les genres (Trifolium,
Medicago, Pisum, Lens, Cicer, Lotus ,Trifolium ...) principalement des zones tempérées, et
des légumineuses dites Phaséolides avec notamment les genres (Phaseolus, Vigna, Glycine,
Aeschynomene, Cajanus...) principalement des zones tropicales, alors que pour la deuxieme
sous famille Les mimosoideae seulement 90% ont été trouvées nodulées (Doyle et Luckow,
2003), sont composés principalement des arbres tropicaux et subtropicaux avec notamment

les genres Acacia et Albizia.

Des nodules ont été rarement rencontrés dans quelques genres de la sous-famille des
Caesal pinoideae 23% seulement des espéces étudiées sont nodul ées par les Rhizobiums sont
principalement de plantes ornementales et d'arbres a bois ou alimentaire (Allen et Allen,
1981; Foster et al., 1998). Quel ques auteurs suggerent que ceci peut étre di au fait que, méme
s toutes les légumineuses sont capables d'éablir une symbiose avec les rhizobiums,
néanmoins, elles ne sont pas toutes capabl es de former des nodules (Bryan et al., 1996).
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I Duparqueticideas
{111 genus, 1/1 spacies)

B cercidoideas
{1212 genera, B&/'ca, 325 species)

M Detaricideas
{TeV84 genera, 327ica. 780 species)

M Dialicideas
{18/17 genera, 12ea. BE species)

[ | Caesalpinicideas (incl. mimosoid clade)
{146/148 genera, B37/ca, 4400 species)
Papilionoideas
{445/503 geners. 2310/ca. 14,000 species)

D)

Figure 2 : Classification des sous-familles de |égumineuses en se basant sur un arbre
phylogénétique du géne matK. Au total, 3696 espéeces de | égumineuses sont représentées en
couleurs et 100 espéces non-Iégumineuses de référence en non-coloré (Azani et al.,2017).

2.2 Intéréts deslégumineuses

Les légumineuses tiennent une part trés importante des travaux accomplis dans des
domaines aussi divers que I’agronomie, la génétique, I’entomologie, la phytopathologie et la
physiologie (Baudoin et al., 2001).

Les principaux objectifs de recherche, sur légumineuses a graines, cherchent alafois
a sécuriser la nodulation, a assurer la complémentarité entre les voies d’assimilation et de
fixation de I’azote, et & assurer une meilleure remobilisation de I’azote des feuilles et des tiges
vers les graines. Le point fort des légumineuses est leur colt énergétique faible et leur faible
contribution aux gaz a effets de serre, directement liés a I’absence de fertilisation azotée
(Pinochet et al., 2006).

Beaucoup d'espéces de Légumineuses sont cultivées dans le monde entier comme
especes ornementales (dans les jardins, comme les arbres d'ombre), ou utilisées comme
engrais verts, fourrage pour le bétail, fourrage pour les abeilles melliféres, nourriture pour
I'nomme, en agroforesterie et de reboisement (pour la fixation de I'azote), pétes pour la
production de papier, bois, ains que les sources de produits chimiques (ex : les teintures, les
tanins), huiles (industrielles, de la nourriture, I'aromathérapie) et |es médicaments.

10
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Leur intérét agronomique provient en premier lieu de leur aptitude a la fixation
symbiotique de l'azote. Environ 175 millions de tonnes d’azote atmosphérique sont fixes
annuellement, alors que la quantité d’engrais azotés utilisée en agriculture est de 40 millions
de tonnes par an (Lévégque et Mounoulou, 2001), qui leur permet de produire en abondance
des protéines végétales, d'ou leur intérét également dans le cadre d'une agriculture "durable’
(réduction des intrants, préservation et enrichissement des sols en azote) (Journet et al., 2002).
Ainsi on réduit les colts agricoles a travers une diminution des engrais industriels et la

suppression de la contamination de I'environnement.

2.3 Latribu des Genistées

Les Genistées se rencontrent fondamentalement au pourtour méditerranéen. Différent
processus pal eoclimatique et géologiques ont eu un impacte sur |'évolution des communautés
des plantes méditerranéennes. Cette tribu représente une grande signification écologiques
dans les pays méditerranéens car elles colonisent les foréts dégradées et caractérisent les
paysages des régions en déforestation (Lograda et al., 2009). Il existe plusieurs genres
appartenant a cette tribu : genre Lupinus, genre Retama, genre Genista, genre Spartium, genre
Cytisus (Figure 3).

[ Caesalpinioideae

Mimosoideae

Swartzioides

Aldinoides

Autres genres

Faboideae / I—} Robinioides et autres
L groupes de 'Ancien Monde

inversion Dalbergioides
de 50 kb

— Thermopsideae
L————— Sophoreae

/ Crotalarieae
Génistoides Groupe de.s
Argyrolobium
e Genisteae
Genistinae

I: Lupinus

Figure 3: Position phylogénétique simplifiée du genre Lupinus au sein des Fabaceae, basée
sur une compilation des séquences chloroplastiques et des séquences nucléaires de I’ITS
(LPGW, 2013).
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3. Description du genre Lupinus

Le genre Lupinus est un groupe de Iégumineuses de la tribu des Génistées qui fait
partie de la famille des Fabaceae. comprend environ 200-500 especes principaement
herbacées qui peuvent étre annuelles, bisannuelles ou pérennes, ains que quelques especes
ligneuses (arbustes ou arbrisseaux) (Ainouche et Bayer, 1999). présentes dans un large
éventail de conditions écologiques alafois dansle Vieux et le Nouveau Monde.

3.1 Taxonomie du genre Lupinus

Les lupins appartiennent de point de vue taxonomique au genre Lupinus, la tribu des
Génistées, la sous Famille des Papilionacées, la famille des légumineuses (ou Fabaceae),
I’ordre des Fabales (anciennement Rosales), la sous-classe des Rosidae, la classe des
Magnoliopsidae  (Dicotylédones), le sous embranchement des Angiospermes
I’embranchement des Spermaphytes, le phylum des Trachéophytes, le sous regne des
Trachéobiontae et |e régne du Plantae (Clements et al.,20053).

Malheureusement, a ce jour il n'y a aucun examen monographique et systématique
complet du genre. La présence d'une telle infraction peut étre expliquée par leur vaste
distribution géographique et I’amplitude écologique de ses habitats (Ainouche et Bayer,
1999).

En conséquence, le nombre d'espéce de ce genre n'est jusgu'a présent pas bien défini.
selon Kurlovich et al. (2002). ce nombre serait estimé a plus de 1.000 especes. 1l est environ
de 280 pour (Eastwood et al. 2008), ou bien a plus de 300 espéces pour Kasperzak et
al.(2006) et 500 (Bermudez-Torres et al., 2009). A I'heure actuelle, le nombre d'espéces du
genre Lupinus acceptées et enregistrées dans le systeme d'information taxonomique intégré
est de 165 seulement (ITIS, 2019) http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt.

La classification initiale du lupin subdivisait le genre en deux sous - genre Eulupinus
et Platycarpos. Le nombre d'ovules (seedbuds) dans I'ovaire et de graines dans la gousse a été
accepté comme critére pour cette division (Ascherson et Graebner, 1907). Jusqu’a nos jours,
la répartition établie en 1984 est retenue, avec cependant une subdivision du genre en deux
nouveaux sous genres : Le premier est d’origine méditerranéenne (Subgenus Lupinus) et le
second est natif de I’Ameérique (Subgenus Platycarpos) (Kurlovick et al., 1995 cité par
Cowling et al., 1998).
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3.2 Distribution géographique

Le genre Lupinus suit une distribution qui a la particularité d'ére amphi-atlantique
puisqu' il occupe I'Amérique du Nord et du Sud ( Nouveau Monde) ains que les régions
principalement méditerranéennes d'Europe, d'Afrique et dAsie — uniquement au Proche-
Orient (Ancien Monde). Cependant, cette répartition est trés inégale car seuls 17 a 18 taxons

sont présents sur le pourtour méditerranéen.

3.2.1 Lupins de I’Ancien Monde

Tous les lupins de I'Ancien Monde sont des plantes herbacées annuelles qui vivent a
altitude faible ou modérée (généralement inférieure a 2000 m) (Plitmann et Heyn, 1984). Le
nombre d'especes est limité et il est admis que ces especes se divisent en deux groupes selon
la microstructure du tégument externe de la graine : les Scabrispermae (lupins possédant des

graines rugueuses) et les « Malacospermae » (lupins possédant des graines lisses).

Les ( Malacospermae) constituent un groupe trées hétérogene, Cing especes a large
répartition sont retrouveées le long des cotes mediterranéennes : L. albus, L. angustifolius, L.

luteus, L. hispanicus et L. micranthus (Naganowska et al.,2003).

Les (Scabrispermae) forme un groupe monophylétique fortement soutenu qui compte
neuf especes et variétés rencontrées essentiellement en Afrique et & l'est du bassin
mediterranéen, ces especes sont : L.atlanticus , L. princel, L. pilosus, L. pilosus var.
tassilicus, L.anatolicus,, L.somaliensis, L.palestinus, L.digitatus, L.cosentinii (Naganowska
et al.,2003).

Une espéce nouvelle, L. mariae-josephi, découverte tres récemment en Espagne
(Pascual, 2004), présente des similitudes morphologiques avec les sections Micranthi et Lutel
des « Maacospermae » et une microstructure tégumentaire des graines intermédiaire aux
Scabrispermae et aux « Malacospermae ». ces caracteres ne permettant pas de la rattacher

clairement al'un ou I'autre des groupes reconnus de lupins.
3.2.2 Lupinsde nouveau Monde

Les lupins du Nouveau Monde occupent la quasi-intégralité du continent américain en
suivant une distribution continue, de I'Alaska a la Patagonie, et occupent ainsi un large spectre
d'habitats. |ls présentent une grande diversité morphologique avec conjointement des especes
herbacées (formes prostrées ou en rosette) et des especes ligneuses (buissons, arbrisseau et

arbustes).
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Cette grande variabilité écologigue et morphologique explique en partie les difficultés
gu'ont rencontrées les taxinomistes pour mettre au clair les relations de parenté a l'intérieur du
genre, particulierement au Nouveau Monde.

Malgré ces obstacles méthodologiques, la phylogénie des lupins américains Sest
largement précisée ces derniéres années avec les travaux de Hughes et Eastwood (2006),
Eastwood et al. (2008) et Drummond et al. 2012). trois groupes principaux ont été mis en
évidence : un clade comprenant des espéces unifoliées du Sud-Est des Etats-Unisne
( comprennent que quatre especes (L. villosus, L. diffusus, L. cumulicola et L. westianus) avec
un nombre de chromosomes est égal a 2n = 52) , le clade des lupins de I'Est de I'Amérique
(regroupent des especes présentant un nombre de chromosomes 2n = 36) et le clade tres
diversifié de I'Ouest de I'Amérique (Toutes ces espéces ont un hombre de chromosomes plus
important que les deux clades précédents avec 2n = 48).

3.3 Description mor phologique

Les lupins sont des plantes poilues dressées, la plante peut mesurer de 0.2 a 1.60 m
(Langer et Hill, 1991), avec quelques arbustes atteignant jusqu'a 2.5 metres (Figure 4).

Les feuilles sont majoritairement composeées digitées comprenant de 5 a 12 folioles
entieres ; cependant, quelques especes américaines presentent des feuilles simples entiéres a
tendance obtuses. Les stipules sont soudées au pétiole par leurs bases et sont généralement
engainantes. Le systéme racinaire des lupins est pivotant et varie considérablement entre les
espéces en fonction des adaptations aux différents types de sols en présence, alant d'un pivot
dominant avec relativement peu de racines latérales a un systéme de racines latérales tres
développé (Clementset al.,1993).

Les racines peuvent atteindre la profondeur de 1.0-2.0 métres, et sont composées par
nombreuses nodosités, a durée de végétation de I'ordre de cent cinquante jours (cent trente

jours pour L. angustifolius) (Lapeyronie, 1982).

Les fleurs, de couleurs variables mais avec une forte tendance pour le bleu et e jaune,
sont rassemblées en € pis ou en grappes terminal es pédoncul és affublés de bractées cadugues
ou persistantes. Elles sont portées par des pédicelles mesurant de 2 a 12 mm (Brink et al.,
2006 ; Pesson et Louveaux, 1984). Les fleurs sont a symétrie bilatérale et sont dites
papilionacees.

Le fruit des lupins est une gousse étroitement oblongue, plus ou moins comprimée,

déhiscente et velue, de couleur créme, brun ou noir (Quezel et Santa, 1962 ; Kurlovich, 2002).
14
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Les gousses contiennent habituellement quatre a neuf graines séparées les unes des
autre par de fausses cloisons (Lapeyronie, 1982). Les graines de lupin sont trés diverses dans
la taille, la forme, et la couleur. La surface de graine est lisse ou a fine maille (Kurlovich,
2002). Laforme varie de ronde plate a presque sphérique .Les graines du lupin blanc (Lupinus
albus) sont grosses, un peu aplaties et de couleur blanc-creme. Celles des lupins bleus
(Lupinus angustiffolius) sont plus ou moins cylindriques, grises bleues, avec des marbrures
brunétre et taches pales. Celles des lupins jaunes (Lupinus luteus) sont rondes, a fond jaune
avec des macules noires (Lapeyronie, 1982).

Figure 4 : Morphologie générale du genre Lupinus. A. Feuilledigité e ou A’. Feuille unifoliée
; B. Corolle, a. Etendard, b.Ailes, c. Quille (ou Caréne) ; C. Androcée; D. Fruit fermé ; E.
Fruit ouvert, d. Graine.(Ferval ,2014)
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3.4 Lupinusangustifolius

Dénomination botanique : lupinus angustifolius .
Dénomination francais: lupin bleu ou lupin afeuilles éroites.
Dénomination anglais : blue ou Narrow- leafed lupin.

Dénomination arabe; Al « 4aldl g 0 yua 5

Plante de 20-50 cm, munie de poils appliqués - folioles linéaires-oblongues avec une
largeur de 1.5- 4 mm pour les types sauvages et de 6 mm maximum pour les types cultivés
alors que L. albus présente 12-20 mm et L. luteus 8-15 mm. , - fleurs d'une couleur bleue clair
ou fonce et teinté e de violet , longues de 12-14 mm, alternes, assez rapprochées, en grappes
peu interrompues - pédicelles plus courts que le tube du calice - calice bractéolé, a levre
supérieure bipartite, bien plus courte que l'inférieure entiére ou a 2-3 denticules - caréne
brusguement courbée et a bec long - gousse large de 10-12 mm, a suture supérieure ondulée, &
4-5 graines grosses, remplissant toute la cavité de la gousse, lisses, marbrées de taches
blanches et de lignes noires. La domestication de L. angustifolius a été réalisée en fin des
1920 en Allemagne aprés la sélection de variétés a faible taux d acaloides (Hackbarth et
Troll, 1956) (Figure 5).

Figure 5: Caractéres botaniques du lupinus angustifolius. () : Aspect des graines,
(b) : Aspect desfeuilles, (c) : Aspect desfleures, (d) : Aspect des gousses, (€) : Aspect
morphologique de la plante, (f) : Aspect des grappes.
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3.5Lupind'Algérie

Le genre Lupinus n'est pas tres rependu en Algérie, selon Medjahdi et al. (2009).il
serait considéré comme faisant partie des plantes rares.

Les variétés essayées et cultivées durant la période coloniale ont totalement disparu.
Malgré son importance comme aliment du bétail (mise au point de concentré), le lupin essayé
n’a jamais pu sortir des stations expérimentales. A I’état spontané, Quezel et Santa (1962)
mentionne la présence de quelques especes spontanées au nord du pays et d’une espece dans
le Hoggar dont L. angustifolius, L. micranthus, L. Luteus et L. tassilicus (Quezel et Santa,
1962).

Au niveau des stations ITGC (surtout a Khemis Miliana), plusieurs essais ont été
menés sur du lupin (blanc et bleu). Cependant la culture n’est jamais sortie des stations

expérimentales.

En 1987 a I’INA, a été réalisé un essai de comportement sur différentes variétes et les
résultats étaient trés intéressants (18 quintaux de grains par hectare et plus). Au département
de Zootechnie de I’INA, plusieurs travaux de substitution du tourteau de soja par le grain de

Lupinus mutabilis ont été menés dans I’aliment du poulet.

Mal heureusement cette admirable plante ne tolére pas les sols riches en calcaire ( le
cas sols calcaires algériens). Celui-ci blogque le fer du sol et |a plante ne se développe pas. Les
recherches actuelles se concentrent sur des variétés tol érantes au calcaire. La prospection des
écotypes locaux de lupin reste aréaliser.

3.6 Intérét et Utilisation du lupin

Dans un contexte mondial de demandes croissantes en matiéres premieres riches en
protéines, depuis plusieurs années, un grand effort de recherches est concentré sur la sélection
et I'utilisation de protéagineux. Parmi les protéagineux, le lupin est le mieux pourvu en
protéines (Froidmont et Leterme, 2005), Les lupins sont des plantes dont les graines ont une
forte teneur en protéines (43-50%) et contiennent aussi des fibres (25,5%), des sucres
(13,5%), des matiéres grasses (12,5%) et des minéraux (5,5%). Plusieurs espéces sont riches
en différents types d’alcaloides toxiques (lupanine, hydroxylupanine, spartéine,...) donnant un
godt amer aux graines (Wink, 1992). Cependant, on dispose de variétés sdlectionnées
dépourvues ou a faible teneur en alcaloides qu’on nomme les lupins doux (Gladdstones,
1998).
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Leur utilisation joue un réle important dans le maintien de la fertilité des sols
agricoles. Le fait est que les plantes, comme toutes Iégumineuses, accumulent des
concentrations d’azote importantes dans leurs tissus. Une partie de cet azote, particulierement
au niveau des racines, est éventuellement réincorporé au sol lors de la décomposition des
tissus, donc le lupin est classé dans la catégorie des « engrais verts ». Ains les plantations de
lupins permettent de rétablir la fertilité des sols grace a son enracinement plus profond que
beaucoup d’autres cultures (1.50 m), apres la culture de plantes plus exigeantes, telles que les
céréales et autres especes, qui ont tendance a appauvrir les sols (McLenaghen, 2004; Sparks,
2002). De ce fait ils constituent un bon précédent : entant que culture principale introduite dans

une rotation, ou culture dérobée (Dommergues et al., 1999).

Ils permettent de mieux valoriser les terres légeres : les lupins sont dénommés « les
plantes d’or des sables » en raison de leur avantage de bien pousser sur les sols sablonneux
(Boungjmate et al., 1995).

La symbiose avec Bradyrhizobium permet un métabolisme azoté important dont les
excés sont stockés sous forme de protéines. L’archéologie nous montre que différentes

especes de lupins ont tres tét fait partie de I’alimentation humaine.

Pour la santé, les lupins ont une excellente digestibilité et ne font pas monter le taux
de cholestérol. D’apres plusieurs études, une consommation habituelle de lupin prévient
I”’hypertension et réduit le niveau de cholestérol dans les corps. De plus, grace aux propriété
d’une substance appelée «tocophérol» le lupin serait utile pour la prévention du diabete de

type 2 et également pour la prévention du cancer du colon (Poiret,2014).

OLes lupins présentent également d’intéressantes capacités de détoxication des sols
contaminés par des métaux lourds (cadmium, cobalt, manganése, nickel, plomb, zinc)
(Petterson& Harris, 1995 ; Page et al., 2006 ; Pefaosa et al., 2007), par des hydrocarbures
(Dashti et al., 2009) ou par des produits chimiques (Bonvallot, 2004). Les recherches
s’orientent également vers une sélection de bactéries directement capables de dégrader ou de
neutraliser les contaminants (Mahé,2009).

La réintroduction de la culture de lupin en Algérie et notamment dans les zones
sableuses et marginalisées du pays pourrait avoir un effet bénéfique sur le plan agricole mais
aussi économiqgue vu la contribution de cette |égumineuse dans I'approvisionnement du sol en

azote ainsi que le dével oppement de I'devage.
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4. Description des Rhizobia

Le second partenaire de I’association symbiotique fixatrice d’azote apres les
légumineuses est une bactérie communément appel ée « rhizobium » (du grec rhiza: racine et
bios : vie). on nomme « rhizobium> toute bactérie, quel que soit son genre, capable d’établir
une symbiose fixatrice d'azote avec une légumineuse et de stimuler 1a production des nodules
(Frank, 1889). Actuellement, certains auteurs préferent substituer au terme de « rhizobia »,
qui est un terme dérivé du nom du genre Rhizobium, le terme de bactéries nodulant les
légumineuses "BNL" (Zakhia et al., 2004).

En général, les rhizobiums sont des bactéries du sol constituent entre 0.1- 8% de la
flore bactérienne totale du sol (Sadowsky et Graham, 1998). sont des bactéries Gram négatif,
mobile et non sporulantes, qui vivent a I’état libre dans le sol et se présentent sous forme de
batonnets, réguliers de 0,5 a 0,9 ym de largeur sur 1,2 a 3 ym de longueur (Jordan, 1984 ;
Somasegaran et Hoben, 1994) et se différencient en bactéroides de forme branchée, sphérique
ou en massue a I’intérieur du nodule pour fixer I’azote (Perry et al., 2004). Mise a part leur
capacité a établir une symbiose avec les légumineuses (elles ont |a particularité de posséder
les genes permettant la synthese d’un complexe enzymatique nitrogenase qui permet cette
fixation d’azote), aucun caractére cultural, morphologique, physiologique ou biochimique, ne
peut distinguer les rhizobia des autres bactéries du sol (Rivas et al., 2009).

4.1 Biodiversité desrhizobia

Les rhizobiums ont étés décris pour la premiére fois par Martinus Beijerinck a partir
d’'un nodule de racine d’une légumineuse (Beijerinck, 1888), et plus tard leur éude est
considérablement enrichie. En 2016, Weir a fait une synthése des traveaux concernant la
taxonomie des rhizobia , d'apres cet auteur les rhizobia sont répartis en 13 genres et plus de
98 especes symbiotique (http://www.rhizobiums.co.nz/taxonomy/rhizobiums.html), ce
nombre étant en augmentation constante et cette classification est loin d’étre définitive
comparativement au grand nombre et a la vaste distribution des Iégumineuses hotes, elle
représente un champ en extension continué qui s’affine sans cesse et s’enrichit réguliérement
de nouveaux taxons au gré des nouvelles progres technologiques dans chacun des trois
critéres utilisés en taxonomie et surtout de I’isolement de nouvelles souches particuliérement

dans les zones tropi cales et méditerranéennes, ou la diversité est encore mal documentée.
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Jusgu'a I'année 2001, toutes les bactéries capables de former les nodules en symbiose
avec les |égumineuses ont éé groupées dans le groupe des al pha-protéobactéries qui inclut les
especes des genres Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium,
Rhizobium et Snorhizobium (Ensifer) (Graham, 2008 ; Velazquez et al., 2010), connue sous
le nom de rhizobia. Cependant, (Sy et al., 2001) ont montreé que Crotalaria forme des nodules
lorsgu'elle est inocul ée avec un Alphaproteobacteria du genre Methylobacterium. Toutefois il
existe d’autres genres d'Alphaprotéobactéries, induisant des nodules, moins fréguemment
isolés, cette association a été démontrée chez Neptunia natans, qui est nodulée par Devosia
spp. (Rivas et al., 2002), Lupinus albus par Ochrobactrum lupini (Trujillo et al., 2005 ;
Zurdo-Pineirro et al., 2007), Trifolium repens et L. albus par Phyllobacterium trifolii
(Valverdeet al., 2005), et Lotononis par Microvirga (Ardley et al., 2012).

Récemment, un certain nombre disolats ont éé isolés a partir de nodules de
légumineuses, capables de fixer I’azote mais phylogénétiquement situé a I'extérieur des
Alphaprotéobactéries et appartenant au Bétaprotéobacteérie. 1l s’agit de Burkholderia , isolés
d'Aspalathus carnosa et de Machaerium lunatum (Moulin et al., 2001) et Cupriavidus
(anciennement Ralstonia) isolés de Mimosa pudica et de M. diplotricha,( Chen et al., 2001 ;
Chen et al., 2003 ; Vandamme et Coenye, 2004).

Il a également été décrit que certaines especes de Gammaproteobactéries, notamment
les genres Pantoea, Enterobacter, Escherichia, Leclercia et Pseudomonas, ont été isolées de
nodules de plusieurs especes de Hedysarum et de Robinia pseudoacacia (Benhizia et al.,
2004, Shiraishi et al., 2010 ; Madhi et al., 2011 ; Huang et al., 2012). Cependant, sa fonction

dans les nodules n'a pas été clairement définie.

Lataxonomie la plus récente des rhizobia est illustrée dans le Tableau 1.

4.2 Bactériesnodulantsdu lupin

Malgre l'intérét agronomique, alimentaire et écologique de Lupinus, cette plante a été
peu étudiée en ce qui concerne ses symbiotes. Des études d'inoculation croisée ont montré que
les lupins partageaient un bassin rhizobien commun avec les autres légumineuses de la tribu
Genistae et éaient effectivement nodulés par des rhizobia isolés a partir de serradella
(Ornithopus L., tribu Loteae) et de rhizobia isolés a partir de Lotus L., Anthyllis L., et
Phaseolus L. genres (Stepkowski et al., 2007).
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En général, les lupins sont nodulés par des rhizobiums a croissance rapide et lente du
genre Bradyrhizobium, bien que ces derniers soient ceux qui sont plus fréquemment isolés de
cette légumineuse (Barrera et al., 1997; Jarabo-Lorenzo et al., 2003).

Le lupin est une légume héte promiscuité nodulée par des rhizobiums avec des
geénotypes chromosomiques tres différents, appartenant généralement a plusieurs espéces a
croissance lente de Bradyrhizobium: B. japonicum (Jarabo-Lorenzo et al., 2003),
B. canariense (Stepkowski et al., 2005), B. elkanii (Barrera et al., 1997) et B. Lupini (piex et
al., 2015), Les travaux de Duran et al.,2013.2014 ont démontré que des souches a croissance

tres lente nodulaient L. marie-josephae, il sagit de B.valentinum.

Cependant, des especes a croissance rapide d'autres genres se sont avérées noduler des
lupins: Ochrobactrum lupini (Trujillo et al., 2005) et Phyllobacterium trifolii (Valverde et al.,
2005) et Microvirga Lupini (Ardley et al.,2012 ; Msaddak et al., 2017.2018)

4.3 Genr e Bradyrhizobium

Ce genre a éte défini pour inclure tout les rhizobia a croissance lente (environ 6-10h)
et peuvent alcaliniser le milieu de croissance (Jordan,1982). Seules quelques espéces de
Bradyr hizobium sont largement reconnues.

Actuellement, le genre Bradyrhizobium comprend 50 especes proposées pour des
souches originaires dEurope, dAfrique du Nord, dAmérique du Sud et dAse
(Stepkowski et al., 2018).

Il est important de noter que les phylogénie du gene de I’ARNr 16S et de plusieurs
autres marqueurs geniques qui sont couramment utilisés dans les études MLSA (analyse de
sequence multi-locus) révelent deux branches principales dans le genre Bradyrhizobium.
(Gevers al., 2005). L’une des branches, Bradyrhizobium groupe | B. japonicum comprend
actuellement 29 espéces, en plus de B. japonicum le deuxiéme groupe Il de B. ekanii restant
contient B. elkanii et 17 autres espéces. (Moreira et al., 2006). Bradyrhizobium denitrificans
et Bradyrhizobium oligotrophicum ont tendance a grouper séparément des deux groupes | et

[1, outre les 50 especes reconnues (Stepkowski et al., 2018).

Ces dernieres années, la caractérisation de différentes souches de Bradyrhizobium en
comparant plusieurs techniques moléculaires a indiqué I'existence dell génotypes différents,
trois dont correspondez aux souches connues, aors que 8 génotypes sont tres distincts
(Stepkowski et al., 2018).
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Tableau 1 : Majeures familles et genres de bactéries capables de noduler |es |égumineuses.
(Desirgju et al., 2018; Shamseldin et al.,2017).

Rhizobium

Plante hote

Classe a-Proteobacteries

I Order Rhizobiales

| Famille Rhizobiaceae

Genre Rhizobium ( 98 )

Differentes plantes hétes , Peas, Clover, Lupin, Soybean,
Lotus, Phaseolus, Astragalus, Chickpea, Sesbania, Medicago,
Mimosa, Indigofera, Hedysarum, Medicago, Populus, Vicia,
Lespedeza, Oryza, Albizzia, Kummerowia, Dalbergia,
Caragana, Trigonella, Sphaerophysa, Oxytropis, Mung bean,
Vigna, Rosa, Leucaena, Dalea, Clitoria, Siratro, Cowpea,
Lemna, Calliandra, Pongamia, Arachis, Pueraria

Genre Ensifer (Sinorhizobium)

Glycine, Sesbania, Acacia, Medicago, Prosopis, Kummerowia,
Leucaena, Abrus, Lotus, Argyrolobium, Psoralea

(21)
Genre Allorhizobium (1) Neptunia
Genre Shinella (1) Kummerowia

Genre Pararhizobium (5)

Tumor de fruits ( non-symbiotic )

Il Famille Phyllobacteriaceae

Genre Mesorhizobium (40)

Differentes plantes hétes, Chickpea, Lotus, Astragalus,
Leucaena, Sesbania, Amorpha, Prosopis, Albizzia, Biserrula,
Caragana, Anthyliis, Robinia, Alhagi, Anagyris, Acacia,
Sophora

Genre Phyllobacterium (8)

Lathyrus, Argyrolobium, Astragalus, Brassica, Phaseolus, Lotus,
Sophora

Genre Aminobacter (1)

Anthyllis

Il Famille Bradyrhizobiaceae

Genre Bradyrhizobium (37)

Glycine, Vigna, Lespedeza, Beta, Entada, Pachyrhizus, Lablab,
Arachis, Cytisus, Retama, Aeshynomene, Acacia, Inga, Lupin,
Phaesolus, Cowpea, Centrolobium, Erythrophleum,
Neonotonia, Desmodium, Lupinus

Genre Blastobacter (2) Aeschynomene

Genre Photorhizobium (1) Aeschynomene
IV Famille Hyphomicrobiaceae

Genre Devosia (1) Neptunia

Genre Azorhizobium (3) Sesbania

V Famille Methylobacteriaceae

Genre Methylobacterium (3)

Crotalaria, Trifolium phyllosphere

Genre Microvirga (4)

Lupinus, Listia, Cowpea

VI Famille Brucellaceae

Genre Ochrobacterium (2)

Lupinus, Cytisi

Il Order Burkholderiales

Famille Burkholderiales

Genre Burkholderia (17)

Dalbergia, Machaerium, Mimosa, Lebeckia, Aspalathus,
Papilionoid
Legumes

Genre Cupriavidus ( Ralstonia) (2)

Mimosa, Phaselous, Leucaena
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5. Interaction légumineuse-r hizobia

5.1 Mécanismes dela Nodulation

Les rhizobia vivent sous une forme libre dans e sol mais ne peuvent fixer I'azote que
lors d'associations symbiotiques avec une plante hdte compatible en formant des organes
spécifiques a la fixation biologique de I’azote : les nodules. Le processus de nodulation est
tres complexe, régulé a chaque étape par un échange de signaux nécessaires a I’interaction
entre les deux espéces. La formation d’un nodule fonctionnel comporte plusieurs étapes.

Pré-infection, I’infection, I’organogenése et la fixation d’azote.
5.1.1 Pré-infection

L'étape préliminaire de l'interaction entre les rhizobiums et leurs plantes hotes
commence par un échange de signaux moléculaires entre les deux symbiotes. Les
microsymbiontes présents dans les sols se multiplient dans la rhizosphere au niveau de la
racine en catabolisant les métabolites exsudés par les racines les produits flavonoides ou
isoflavonoides et d'autres molecules qui  peuvent jouer le rbéle de chimioattractants
(Cooper, 2007).les rhizobia sont en effet attirés vers les racines des |égumineuses par un
chimiotactisme positif (Franche et al., 2009). La présence des flavonoides vainduire chez les
rhizobia la synthese de lipochitooligosaccharides (facteurs Nod), qui sont les molécules
principales de signalisation (Perret et al., 2000); ils jouent un role essentiel dans le processus
d'infection et I'organogenése des nodules (Dénarié et al., 1996).

L'attachement des rhizobia aux poils absorbants racinaires constitue une autre étape
symbiotique précoce. Des facteurs de surface comme la protéine rhicadhésine, les
polysaccharides capsulaires (CPS) ; les lipopolysaccharides (LPS) et les exopolysaccharides
(EPS) chez la bactérie et la lectine et autres adhésines chez la plante interviendraient dans
I'attachement ou |'adsorption spécifique des micro-organismes sur les poils absorbants de leur
hote (Dazzo et al. , 1984).

5.1.2 Infection

L’infection consiste en la pénétration des rhizobiums en différents points du systéeme
racinaire (Hopkins, 2003). On distingue deux types d’infection : la voie intracellulaire et la

voieintercellulaire.
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Au cours de I’infection intracellulaire, la pénétration de la bactérie est facilitée par la
courbure du poil racinaire (Root Hair Curling : RHC) en forme de « crosse de berger » qui
crée une zone confinée dans laquelle la bactérie est entourée par la paroi végétale. Un cordon
d’infection est initié a partir de ce point par hydrolyse de la paroi (Mateos et al., 2001),
invagination de la membrane végétale et production de matériel pariétal par la plante, Le
cordon d’infection est une structure tubulaire qui croit a I’intérieur de la cellule et dans
laquelle la bactérie proliféere(Gage, 2004).

L’infection intercellulaire se fait généralement au niveau de passages libérés par
I’émergence des racines latérales ou adventives, ou bien parfois directement a travers la
lamelle moyenne entre deux cellules du rhizoderme (Pawlowski et Bisseling, 1996). Les
rhizobia progressent ensuite vers le primordium nodulaire de maniére intercellulaire ou

deviennent intracellulaires en formant des cordons d’infection.

5.1.3 Développement du nodule

En paralléle de la progression d’infection, I’organogenése nodulaire se met en place.
Le primordium nodulaire, lieu de libération des bactéries, se différencie en nodule mature
(Brewin, 1992). Les rhizobiums se liberent du filament d'infection et pénétrent dans des
envel oppes dérivées de la membrane plasmique de la cellule hote  (Franche et al., 2009). IIs
sarrétent leurs divisions et commencent a produire des enzymes et dautres molécules

nécessaires alafixation d'azote.

Les rhizobia subissent des changements morphol ogiques et métaboliques, aboutissant
a une différenciation en bactéroides, qui sont entourés par une membrane nommee
"membrane peribactéroidienne” qui a une structure et une fonction spéciale pour l'interaction
plante-microorganisme et |'échange des métabolites ains que des molécules signales. Les
bactéroides intracellulaires avec leurs membrane peribactéroidienne constituent le
symbiosome (Chrispeels et Sadava, 2003).

La prolifération des bactéroides enfermée dans leur membrane (symbiosome) qui
s’accompagne d’une division mitotique des cellules corticale de la racine conduit a la
formation de nodosités racinaires fonctionnelles qui sont chargés de pigments appelés
"leghémoglobine”, synthétisés a l'intérieur du cytoplasme des cellules de la plante
(Madigan et Marilinko, 2007).
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Chez les légumineuses deux types de nodules peuvent étre distingués : détermines et
indéterminés suivant le site d’initiation des divisions cellulaires du cortex et la persistance ou
non du méristeme. (Pawlowski et Bisseling, 1996) (Figure 6).

5.1.4 La symbiose fixatrice d’azote

Le processus de fixation d'azote se fait via une enzyme appelée nitrogénase pouvant
étre inactivée de fagcon irréversible s elle entre en contact avec de l'oxygene. La
|éghémoglobine a donc pour fonction de réguler la concentration d'oxygéne dans le nodule a
une valeur tres faible, de I'ordre de 10 nM (Ott et al., 2005). Une fois que les nodules sont
matures et que le processus de fixation d’azote est fonctionnel, les nodules sont généralement
de couleur rosée du fait de la présence de cette |éghémoglobine. En revanche, la présence de
nodules blancs indique que la symbiose n’est pas fonctionnelle. C’est le cas par exemple
lorsque la souche de rhizobia Phyllobacterium trifolii infecte la plante Trifolium repens
(Vaverde et al., 2005).

TRENDS in Plant Science

Figure 6 : Les différents stades de la formation des nodosités de type déterminé (les stades de
dével oppement des nodules sont numérotés de 1 a 4) et indéterminé (les stades de dével oppement des
nodules sont numérotés de i aiv) (a) les rhizobia peuvent étre présents en tant que saprophytes.(b)
Rapprochement du rhizobium et déformation du poil racinaire pour permettre aux bactéries de
pénétrer dans la plante et la formation de cordon d’infection, (stade 1 et i). Quand, le cordon de
I’infection arrive au centre de la future nodosité, il se ramifie et les rhizobia sont libérés et se
développent dans une membrane cellulaire (symbiosome).(le stade de I’infection, 2 et ii). Les rhizobia,
ensuite, s’agrandissent et se différencient en bacteroides qui fixent I’azote. (stade 3 et iii). Aprés une
période de fixation active de I’azote pour laquelle la durée dépend du stade développement de la
plante et des conditions environnementales, les nodosités vieillissent (stade 4 et iv). (c) une fraction
des rhizobia de différencies a I’intérieur de la nodosité est capable de se diviser et revenir a un mode
de vie saprophyte lorsqu’ils sont libéres dans |a rhizosphere (d’aprés Schumpp and Deakin, 2010).
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5.2 L es bases moléculaires de la symbiose Rhizobium-légumineuse

Au cours de I’interaction symbiotique, les bactéries vont pénétrer la racine de la plante
hote et étre internalisées dans un compartiment intracellulaire a I’intérieur d’un organe
spécialisé nouvellement formé : la nodosité. Laformation de ces nodosités, qui permettent des
échanges metaboliques étroits et un transfert tres efficace de I’azote fixé vers la plante, est le

résultat d’une interaction complexe trés coordonnée entre les deux partenaires.

Les plantes doivent étre capables de rapidement discerner parmi la multitude de micro
organismes du sol ceux qui sont des symbiotes potentiels de ceux qui sont pathogénes. Ainsi
I’interaction symbiotique va debuter par un dialogue moléculaire entre les deux partenaires
qui valeur permettre de se reconnaitre et de préparer la plante héte a accueillir son symbiote

(figure 7).

5.2.1 Génétique de la nodulation chez la légumineuse
5.2.1.1 Lesignal plante: lesflavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires produits par la plante, les plus

importants de |a perspective symbiotique (Perret et al., 2000).

Ces substances phénoliques sont les facteurs les plus subtils qui aident les associés a
s’assortir (Broughton et al., 2000). leur structure comprend des flavones, flavonals, flavanols,

flavanones, isoflavonoids et isoflavans (Hassan and Mathesius, 2012).

Les fonctions des flavonoides sont variées (Ex : chimioattractifs des rhizobia et sont
des inducteurs des génes nod qui sont nécessaires pour permettre a la souche de noduler son
hote). La structure et la quantité de flavonoides produites dépendent de I’espece végétale
(Broughton et al., 2000).

Une espece donnée de rhizobium va étre capable de reconnaitre des flavonoides
particuliers produits par la plante hote, ce qui détermine un premier niveau de spécificité dans

I'interaction symbiotique (Peters et al., 1986).

Par exemple, Snorhizobium meliloti va répondre a la lutéoline, un flavonoide sécrété
par la luzerne, aors que Rhizobium leguminosarum bv viciae reconnait la naringénine, un

flavonoide produit par son hote le pois. (Caetano-Anollés et al., 1988).
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Root Hair

rhizobium

E initiation of nodule formation___ 'Nod Factors

nif genes

N, +8H* +8 ¢ +16 ATP ————=, 2 NH, + H, + 16 ADP + 16 P,

Biological Nitrogen Fixation

Figure 7 : Interaction entre le rhizobium et sa plante héte (Laranjo et al., 2014).

5.2.2 Génétique bactérienne de la nodulation

Chez la bactérie, un certain nombre de génes est nécessaire pour la nodulation. Ces
genes sont impliqués dans le dialogue moléculaire: ils permettent de reconnaitre les signaux

delaplante.

En généra des flavonoides, qui activent le programme symbiotique précoce de la
bactérie, et déterminent donc en retour la synthése et la sécrétion des signaux bactériens, les
facteurs Nod (Shamseldin et al., 2008 ; Gough, 2009).

Ces genes sont genéralement localisés sur un grand plasmide appelé plasmide Sym,
dans le cas de Bradyrhizobium et Azorhizobium, ils sont situés sur le chromosome (Sharma

etal., 1993).

Les géenes nod codent pour des enzymes de la voie de biosynthese des facteurs Nod et
ils peuvent étre classés en trois groupes : les genes nod régulateurs, les genes nod communs et

les genes nod spécifiques (Skorupskaet al., 2010).
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5.2.2.1 Genes delanodulation (nod)

Regroupent trois ensembles de génes qui semblent négocier les premiéres étapes de la
nodul ation:

- Les genes nod régulateurs (Spaink, 2000), comprenant notamment le géne nodD
(parfois en plusieurs copies dans le génome des rhizobiums), et codent pour des proténes qui,
en présence de signaux secrétés par la plante (flavonoides), activent I’expression des autres
genes nod dits genes nod communs. Les genes nodD codant pour des récepteurs spécifiques
de signaux de la plante constituent un premier niveau de contréle de la spécificité d’hote.

-Les génes nod communs (genes de structures) (nodABC), sont des genes clés de la
nodulation,codent pour les enzymes impliquées dans la synthése du lipochitooligosaccharide.
IIs sont responsables de |a synthése du squel ette commun des facteurs Nod (Masson-Boivin et
al., 2006 ; Roche et al., 1996 ; Bladergroen et Spaink, 1998). Ces génes sont conservés
presque chez tous les rhizobia éudies , ils sont fonctionnellement équivalents entre les
especes rhizobial (Schultze et al., 1992 ; Roche et al., 1996). L’exception est I’absence des
genes nod communs dans le génome des souches de Bradyrhizobium sp. ORS 278 et BTAI1,
symbiotes fixateurs d’azote de certaines especes d’ Aeschynomene ; cette symbiose, ne faisant
apparemment pas intervenir de facteurs Nod, est appelée Nod-indépendante (Giraud et al.,
2007 ; Bonaldi et al., 2011).

-Les génes nod spécifiques (ou hsn pour « host specific nodulation »), : sont les
déterminants majeurs de la spécificité de I'néte. Chague espece de rhizobia est caractérisée par
une combinaison donnée des genes nod, qui codent pour des enzymes impliquées dans le
griffage du squelette lipochitooligosaccharidique du facteur Nod avec les substitutions qui
conférent la spécificité de I’h6te (Perret et al., 2000). IIs ne sont pas nécessairement présents
ou fonctionnellement conservés chez tous les rhizobia (Sharma et al., 1993).

5.2.2.2 Genesdelafixation del'azote

* Genesnif :

En plus des genes nod deux grandes catégories de géenes sont impliquées dans la
fixation de I’azote dans les étapes tardives de la symbiose, Tout d’abord, les génes nif
(nitrogéne fixation) qui sont chromosomiques pour de nombreux Bradyrhizobium et
Azorhizobium (Duhoux et Nicole, 2004), ou sont localisés sur les mégaplasmides des

Rhizobium de régions tempérées (Gnanamanickam, 2007).
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Ils interviennent seulement aprés la formation du nodule, bien qu’ils existent déja dans
les Rhizobium libres. Les génes nif ont été séquenceés ils sont au nombre de 20, organisés en
unités de transcription, responsable de |a structure de la nitrogénase et de son fonctionnement,
Ces genes comprennent les genes structuraux de la nitrogénase nifH, nifD, nifK dont nifH
code pour la réductase alors que nifD et nifK pour les polypeptides de la proténe a cofacteur
FeMo (Pelmont, 1995).

*Genesfix:
En plus des genes nif, les génes fix qui sont nécessaire a la fixation, mais ne controle

pas la nitrogénase, ils ne sont présents que chez les fixateurs symbiotiques (Hopkins et
Evrard, 2003).

5.2.2.3 Facteurs Nod

L’identification du signal Nod, qui lance le dialogue moléculaire entre les
légumineuses et leur rhizobia, est une éape essentielle dans la nodulation. 1ls constituent des
molécules indispensable pour la premiére étape de I’infection (Shamseldin et al., 2008 ;
Cooper, 2007).

Les facteurs Nod sont des lipochitooligosaccharides (LCO) constitués d’un squelette
de chitine. lls sont constitués de 3 a 5 résidus de N-acétylglucosamine associés par des
liaisons B1-4 (oligomeére de chitine) et substitueés par une chaine d’acide gras du coté non-
réducteur . Les facteurs Nod de toutes les espéces rhizobial appartiennent a la méme famille
chimique. Cependant, ils peuvent encore étre décorés a I’aide de substitutions chimiques
particuliéres, qui conferent aux facteurs Nod leur speécificité d’héte de chaque espéce
rhizobienne. (Perret et al., 2000).

Ces facteurs a des concentrations minimales peuvent déclencher des réponses
symbiotiques chez la plante telles que la déformation des poils radiculaires, la division

corticale des cellules et laformation de nodule primordial (Masson-Boivin et al., 2006).

La biosynthése et la sécrétion des facteurs Nod sont I’expression de génes de
nodulation ou les génes nodABCD qui codent pour la synthése du noyau lipooligosaccharide
de tous les facteurs Nod, et les génes hsn qui codent pour les diverses substitutions des
facteurs Nod (Debellé et al., 2001).
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6. Lataxonomie bactérienne

Depuis la découverte du monde microbien, le souci des microbiologistes a toujours été
I'étude des relations qui existent entre les organismes, d’identifier, de classifier et de nommer
chaque nouveau microorganisme qu’ils découvraient, c’est ce qu’on appelle la taxonomie.
(Vandamme et al., 1996).

Il'y aun siecle, cette discipline ne pouvait reposer que sur des critéres phénotypiques
restreints tels I’aspect microscopique, capacité a noduler une espece de légumineuse pour un
Rhizobium par exemple ,les caractéres culturaux, etc., ces criteres étaient insuffisants pour
différencier certaines espéces et éaient par conséquent insatisfaisants (Janssen, 2006). La
taxonomie bactérienne moderne se base sur plusieurs techniques qui se complétent les unes
les autres (phénotypiques, génotypiques, phylogénétiques) et avec I’avancee des différentes
techniques génotypiques et moléculaires, dont chacune puisant I’information a des niveaux
cellulaires différents (protéines, acides gras, ADN...), une nouvelle approche est née, celle de

lataxonomie polyphasique (Vandamme et al., 1996 ; Zakhia et De lgjudie, 2011).

Nous présentons ici un apercu des principal es techniques phénotypiques , génotypique
et phylogénétique actuellement employées pour la caractérisation bactérienne, avec des
exemples d’application de ces techniques puisés dans les bactéries nodulant les Iégumineuses.

6.1 M éhodes phénotypiques

Les méthodes phénotypiques constituent la base pour la description formelle des taxa
(Young et al.,2003 ; Vandamme et al.,1996). et sont celles qui ne sont pas directement basées
sur I’ADN ou ARN. Elles font appel principalement aux caractéristiques morphologiques,

physiologiques , biochimiques et symbiotique dans le cas des rhizobia (Graham et al.,1991).

Les criteres morphologiques fournissent des renseignements concernant les
caractéristiques de la cellule bactérienne (forme, présence de flagelles, coloration Gram,
présence d’endospores) et I’aspect des colonies observées sur la boite de culture (taille, forme,

couleur, état delasurface) (Vandamme et al., 1996).

Les critéres physiologiques et biochimiques regroupent les données de croissance de la
bactérie a différentes températures, valeurs de pH, concentrations en sels et conditions
atmosphériques (aérobies/anagrobies), résistance aux antibiotiques et aux métaux lourds,
capacité d’utiliser différents carbohydrates et différentes sources d’azote , présence d’activité

enzymatique, métabolisme de composes, etc (Vandamme et al., 1996).
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Ils sont tres utiles en raison de leur rapport direct avec la nature et I'activité des
enzymes et protéines de transport microbiennes. Puisque les protéines sont des produits
génétiques, l'analyse de ces caractéristiques est une comparaison indirecte des génomes

microbiens.

Les critéres symbiotiques des rhizobia indiquent la capacité infective, effective et
compétitive d'une souche donnée. La premiere classification des rhizobia a été basée sur les
tests de I’inoculation croisée entre les rhizobia et leurs plantes hote et sur d’autres critéres
morphologiques et culturales (Willems, 2006).

Le développement des systémes miniaturisés et automatisés tels que les APl ou
Biolog, la généralisation du traitement des donnees par ordinateur et I’analyse numérique ont
rendu plus aisée la classification des microorganismes par |’approche phénotypique
( Zakhiaet Delgjudie, 2011).

Les données phénotypiques étaient les premieres a anayser au moyen de la
comparaison numérique assistée par I’ordinateur. La taxonomie numérique a permis la
comparaison d'un grand nombre de traits phénotypiques pour un grand nombre de souches.
Les matrices des donnés montrant le degré de similitude entre chaque paire de souches et
I’analyse des clusters ayant pour resultat des dendrogrammes ont indiqué une image générae
de la consistance phénotypique d’un groupe particulier de souches. En effet, cette analyse
d’un grand nombre de caractéristiques phénotypiques est taxonomiquement significative
(Vandamme et al., 1996).

6.2 M éhodes génotypiques

Les caractéres génotypiques sont directement en rapport avec les acides nucléques.
Les progres de la biologie moléculaire ont facilité le dével oppement de diverses méthodes qui
permettent une éude rapide et facile de ces molécules, en obtenant de l'information sur la
veritable parenté des microorganismes. Ces methodes sont basees sur I’analyse des molécules
d’ADN ou d’ARN, soit au niveau de I’ensemble du génome, soit en ciblant certains fragments
du chromosome ou du plasmide bactérien. En effet, I’hybridation ADN-ADN, le pourcentage
de G+C ou la cartographie chromosomique apportent des informations sur le génome
bactérien dans sa globalité. On pourra également s’intéresser plus particulierement a certains
genes qui refléteront I’évolution bactérienne dans une approche phylogénétique et pourront

étre ultérieurement utilisés en tant qu’outils d’identification.
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Les progrés réalisés dans la connaissance de I’ADN bactérien permettent des
comparaisons beaucoup plus fines entre les bactéries et une classification plus rigoureuse. Si
la classification des rhizobiums était longtemps basée sur leur capacité de nodulation et leurs
caractéristiques morphol ogiques, le séquencage du gene codant pour I'ARNr 16S (Woese et
al., 1984),puis d'autres genes dans le cadre des études MLSA, s’est progressivement imposé
comme critére essentiel pour la taxonomie et la classification phylogénétique des rhizobiums

indépendamment de leur caractéristiques phénotypiques ou symbiotiques (Rivas et al., 2009).

Actuellement, les méthodes dominantes dans la taxonomie moderne sont les méthodes
génotypiques. Les avantages qui ont encourage leur utilisation sont la stabilité et la fiabilité
des systemes de classification (Zakhia et de Laudie, 2006). Parmi ces méthodes nous

pouvons citer :

6.2.1 Les méhodes de typage basées sur la PCR

Les méthodes de typage génétique utilisent des techniques qui permettent de
subdiviser le microorganisme étudié en un nombre distinct de types génotypiques. en
particulier, de nombreuses techniques de typage moléculaire ont é&é développées sur la base
de la réaction de PCR (PCR-RFLP, AFLP, RAPD, ERICPCR, REP-PCR, MLSA ..)),
relativement rapides a réaliser et simples a analyser. Ces outils sont actuellement les plus
couramment utilisées dans les études de diversité des rhizobiums (Zakhia et de Laudie,
2006). Nous nous limiterons a décrire la technique RAPD utilisée dans le cadre de notre
étude.

6.2.1.1 RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)

La RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) (Williams et al., 1990), est une
technique d’amplification par PCR des séquences aléatoires dispersées sur tout I’ADN
génomique. La technique utilise une seule amorce de taille réduite (une dizaine de bases). Le
nombre de sites correspondant a I’amorce utilisée peut varier d’une souche a une autre au sein
de la méme espéce. Le choix des amorces est empirique. Les profils obtenus permettent de
différencier les souches d’une méme espéce (Vinuesa et al., 1998).
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6.2.2 Genes Impliqués dans les études taxonomiques et phylogénétiques

La phylogénie est I'étude des relations évolutives entre les organismes. La
comparaison des séquences de quelques macromolécules est la fagon la plus fiable pour
obtenir une information sur les relations phylogénétiques. Ces relations phylogénétiques entre
les bactéries ont été difficiles a appréhender, mais les progres de la biologie moléculaire ont
permis d’estimer I’évolution bactérienne a I’aide de molécules qualifiées "d’horloges
moléculaires universelles". Comme il a été déja commenté, il s’agit de molécules présentes
chez tous les organismes, avec la méme fonction, tres conservées et qui accumulent les
mutations (variations de sequences) au cours du temps, permettant d’établir la phylogénie
entre des organismes éoignés. En 1987, Woese a montré que les ARN ribosomiques

remplissaient ces conditions.

L'ARNr 16S, composant de I'ARN de la petite sous-unité du ribosome d'environ
1500pb , a été établi comme la macromolécule de choix pour les analyses phylogénétiques
monogeéniques et I'identification des especes (Lane et al., 1985; Woese, 1987). .L'ARNr 16S
est un composant essentiel de la synthése des protéines et est présent chez toutes les bacteries,
woese 1987. La séquence la plus largement utilisée chez les rhizobiums est celle de I'ADNr
16S (Weisburg et al., 1991). L'utilisation de la variation de la séquence de I'’ADNr 16S pour
un but taxonomique suppose que |'évolution du génome progresse a un taux constant et que
les génes soient hérités de maniére stricte d'une génération a une autre sans aucun transfert
latéral.

Pour I'etude phylogénétique , les séquences d’ARNr 16S se sont révelées utiles car le
gene de I’ARNr 16S est hautement conservé dans les bactéries et que des especes
bactériennes tres éloignées peuvent étre comparées. Il est facile d’amplifier et de séquencer le
géne a I’aide de genes universels (Stackebrandt et al., 1991). On suppose que I'homologie
entre les sequences dARNr 16S de différentes bactéries refléte la relation phylogénétique

entre ces organi smes.

En dehors de I’ADNr 16S, I’utilisation d’autres marqueurs phylogénétiques est
nécessaire pour parfois analyser plus finement le degré de parenté entre des groupes de
bactéries et définir de nouvelles especes bactériennes. Des études phylogénétiques récentes
portant sur le séquencage d’autres genes de fonctions conservees appelés génes de ménage
"housekeeping genes" ont été utilisées pour la détection et I’identification des especes
bactériennes et pour établir des relations phylogénétiques entre différents groupes de bactéries

et de raffiner les phylogénies construites avec le rrs vue (Fell et al.,2004 ; Hanage et al.,
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2005). Ces genes codent pour des protéines vitales assurant la maintenance du
fonctionnement cellulaire (Stackebrandt et 2002 ; Maiden, 2006).

D'autre part, chez les bactéries qui établissent des interactions symbiotiques avec les
|égumineuses pour fixer |'azote, il est commun d'effectuer des phylogeénies avec des séquences
des génes impliqués dans la nodulation (nod) (Eardly et al., 1992; Haukka et al., 1998;
Laguerre et al., 2001; Wel et al., 2003). et dans la fixation de I’azote (nif) (Eardly et al.,
1992; Ueda et al., 1995; Haukka et al., 1998; Laguerre et al., 2001), ces genes peuvent avoir
une histoire évolutive indépendante des autres genes, leur comparaison phylogénétique avec
des génes de base révele des transferts latéraux entre especes et genres de Rhizobium (Ueda et
al., 1995 ; Sullivan et al.,1995; Haukka et al.,1998; Wernegreen et Riley, 1999 ; Laguerre et
al.,2001; Moulin et al.,2001; Vinuesa et al.,2005).

La classification résultant de I'analyse des génes symbiotiques nodC et nifH refléte la
spécificité d'hbte, tandis que la phylogénie basée sur 16S ADNr est indépendante de la plante
hote (Laguerre et al., 2001). les génes de symbiose ce sont donc des caracteres inappropriés
pour définir les espéces, mais qui peuvent et doivent étre utilisés pour les descriptions de
biovars et pour des éudes de biogéographie de Rhizobium (Laguerre et al.,2001; Vinuesa et
al.,2005; Rivas et al., 2009). Les symbiovars peuvent étre partagées par différentes especes en
raison des transferts latéraux de génes symbiotiques (Rogel et al.,2011).

6.3 M éhodes phylogénétiques
6.3.1 Construction d'ar bres phylogénétiques

La phylogénie consiste a comparer des genes ayant un taux de mutation faible. La
similarité des mécanismes moléculaires, suggere I’existence d’un ancétre commun a tous les

organismes. Ceci peut étre représente par un arbre phylogénétique.

Les méthodes de reconstruction phylogénétique nous permettent de générer des arbres
phylogénetiques, représentatifs de I’évolution entre les différents taxons , a partir des
séquences nucléotidiques ou protéiques d’un marqueur phylogénétique. Plusieurs méthodes
peuvent étre utilisées afin de construire cet arbre. Nous citons trois méthodes principales :

Distance (phénétique), Maximum de parcimonie et Maximum de Vraisemblance.
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6.3.1.1 Méhodes de distance

Ce sont des méthodes rapides de reconstruction d'arbre phylogénétique sans racine.il
s’agit de méthodes arithmétiques basées sur les mesures de distances entre séquences prises
deux a deux, c'est a dire le nombre de substitutions de nucléotides ou d'acides aminés entre
ces deux ségquences (méthodes phénétiques). Les méthodes basées sur la distance utilisent des
model es de substitution de bases. 1l existe deux méthodes basees sur ladistance :

-L’UPGMA « Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean » est appelée (M éthode
des groupes de paires non pondérées avec la moyenne arithmétique) a été proposé par
Sokal et Michener (1958), c’est une approche directe de la construction d’un arbre
phylogénétique a partir d’une matrice de distances. Cette méthode est 1a seule ou les arbres
résultants sont enracinés. Elle suppose un taux de substitution constant au fil du temps et des
lignées phylogénétiques (connu sous le nom d’hypothése de I’horloge moléculaire)
(Kurtzman et al, 2010).

-NEIGHBOR-JOINING (la jointure voisine) a éé proposée par Saitou et Nei (1987).C’est
une méthode de construction d’un arbre phylogénétique sans racine , a partir d’un indice
d’écart (distance ou dissimilarité entre séquences). Elle est basée sur la recherche d’une paire
d’UTOs (unités taxonomiques opérationnelles) qui minimisent la longueur totale des branches
de I’arbre et ceci a chaque étape de regroupement (Saitou et Nei, 1987). C’est actuellement la
plus utilisée pour reconstruire des phylogénies par méthode de distance.

6.3.1.2 La méthode du maximum de vraisemblance ou « Maximum Likelihood-ML »

Le maximum de vraisemblance a été introduit par Neyman, cependant c’est
Felsenstein qui, le premier, a développé un algorithme efficace applicable aux séquences
nucléotidiques (Perriére et Brochier Armanet, 2010). c'est une méthode probabiliste, qui
permet d'appliquer les différents modéles d'évolution (par exemple le modéle de Kimura qui
prend en compte la différence entre transition et transversion) et d'estimer I’ordre des

branchements et lalongueur des branches en fonction du changement évolutif.

Plusieurs modeles existent pour affiner les reconstructions phylogénétiques et tester
plusieurs paramétres (Yang, 1996). cette mé&hode est la méhode d'estimation la moins
affectée par I'erreur d'échantillonnage (Swofford et al., 1996), et donne de meilleurs résultats
gue les méthodes de distances et de parcimonie, permettant ainsi de comparer facilement les
hypotheses. La contrepartie de cela étant bien sir un temps de calcul bien plus élevé que ces

deux méthodes (Strimmer, 1997).
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6.3.1.3 Les méthodes de maximum de par cimonie

Ces méhodes ont  été initialement développées pour étre utilisées sur des données
morphologiques (Hennig, 1966). La parcimonie, a la différence des méthodes de distances,
considere chaque site individuellement pour I’ensemble des séquences. Elle est basée sur la
théorie de rasoir d’Occam, qui spécifie que la meilleure hypothése pour expliquer un
processus est celle qui fait appel au plus petit nombre d’évenements (calculer le nombre
minimal de substitutions) (Perriére et Brochier-Armanet, 2010).

Cette méthode est trés appréciée car rapide en temps de calcul mais €lle a certains
inconvénients qui la rendent de moins en moins utilisée. En particulier, le manque de
robustesse dans des phylogénies complexes, dans les quelles le MP peut donner des arbres
“’les plus parcimonieux’’ équivalents mais avec des topologies différentes, ce qui implique
une impossibilité de choisir le meilleur arbre.
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1. Matériel biologique utilisés dans cette étude

Des campagnes de collecte de plantes nodulées de lupinus angustifolius ont été
menées pendant la période du printemps dans différents sites de la wilaya d' El-Taref. Pour
chague site, des nodules de jeunes plantes ont été récoltés, référencés et conservés au frais
dans des tubes de conservation contenant du CaCl.,.

Ces nodules ont servi a I’isolement des bactéries symbiotiques. Trois sites au total
situés dans larégion d'El Tarf prés de trois lacs: le lac "Méllah” \le lac "Oubeira et le lac

"Tonga' (12 plantes/ site) ont été explorés (Figure 8).

Les coordonnées GPS et |la caractéristique climatique de chaque site de pré évement

ont été consignés dans le Tableau 2.

Des échantillons de sols ont été systématiquement prélevés. Ces échantillons ont
permis de déterminer la texture et le niveau de fertilité de chague sol. La texture a été
déterminée par une analyse granulométrique. Le niveau de fertilité a é&é déterminé par des
analyses chimiques qui ont porté essentiellement sur le pH, la teneur du sol en matiere
organique ainsi que la teneur en azote (N) et le carbone organique, Ces analyses ont été
effectuées dans le Laboratoire d'analyse physico -chimiques des matériaux .Ain M'lilaOum
Bouaghi-Algérie. (Les protocoles sont détaillés en annexe l)

Tableau 2: Coordonnées GPS des sites de collecte et leurs caractéristiques climatiques.

Lac Mdlah 36° 54'06.4 "N 8°20'28.9" E Humide
Lac Oubeira 36° 50'21.4"N 8° 25'38.8" E Humide
Lac Tonga 36° 52'52.7"N 8°31244"E Humide

Les souches bactériennes étudiées ont été isolées a partir de nodules racinaires de
L. angustifolius d'Algérie . pour leur nomenclature les isolats ont été identifiés par I’initiale de
la plante [La], de laquelle ils ont été isolés, représentant le Lupinus angustifolius , suivi
respectivement du site d’échantillonnage [M] , [O] ou [T] pour les isolats issus des trois lacs

Mellah, Oubeira et Tonga, et enfin par le chiffre désignant le numéro de I’isolat.

Au cours de cette étude, différentes souches type représentant différentes especes de
Bradyrhizobium ont été utilisées comme souches de référence Tableau 3.
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Tableau 3: Souches de références utilisées dans cette étude

. Plante hote
Espéce Souche
B. canariense BTA-1" Chamaecytisus proliferus
B. elkanii USDA76' Glycine max
B. japonicum USDA6' Glycine max
B.cytisi CTAW11' Cytisus villosus
B.rifense CTAWT1' Cytisus villosus
B. diazoefficiens USDA 110" Glycine max
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Figure 8 : Localisation géographique des sites d’échantillonnage

1.1 Isolement des bactéries a partir desnodules

Une sélection de nodules effectifs a é&té réalisée sur les racines des plantes collectées,

ces nodules ont été lavés a I’eau pour éliminer les restes du sol.
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A partir de ces nodules nous avons isolé et purifie des souches bactériennes présumeées
appartenir aux rhizobia . L'isolement a été fait selon le protocole de vincent, 1970 ;

Somasegaram et Hoben, 1985.

En effet, sous une hotte a flux laminaire, les nodosités ont été stérilises en surface en
les immergeées dans de I'éthanol a 95% pendant 10 seconde, puis transférées immeédiatement
dans une solution de chlorure de mercure (HgCl,) acidifiéa 0.1% (w/v) (Annexe I1) pendant
3 min. puis ils ont été rincés plusieurs fois avec de I’eau distillée stérile pour éliminer les
résidus du mercure. Postérieurement, ils ont été broyes indépendamment a I’aide d’une pince
stérile. Des ensemencements a partir du broyat ont été effectués sur des boites de pétri
contenant le milieu YMA (Y east Mannitol Agar) additionné du rouge congo (Vincent, 1970),
(Annexell).

Les boites renversées ont été incubées dans I’eétuve a 30°C pendant 12 jours favorisant
ains la croissance des bactéries extraites des nodules. A partir des colonies formées par ces
bactéries dans les boites, une série de repiquages a été effectuée réguliérement sur le milieu
YMA (Annexe Il). suivant laméthode des stries d’épuisement jusqu’a I’obtention de cultures

pures exemptes de toutes contaminations.

Pour vérifier la technique de stérilisation utilisée et la stérilité externe du nodule un
test de stérilisation est nécessaire, Prendre le nodule stérile et I’ensemencer en le faisant
passer sur le milieu YMA+Rouge Congo , puis I’incuber a 30°C pendant 24 heures.

1.2 Maintien et conservation des souches

Le maintien des souches pour une utilisation courante est mené dans des boites de
pétri contenant le milieu YMA conservées a 4°C. Un rappel de réensemencement doit étre
effectué tous les trois mois. pour une conservation a long terme, deux méthodes ont éé
utilisées:

La premiére méthode est la conservation sur YMA additionné de 3 g/l de CaCOs3
comme agent neutralisant de I’acidité. Le milieu est réparti dans des tubes a essai en formant
des géloses inclinées. A partir d’une culture bactérienne en phase de croissance exponentielle,
des stries régulieres sont effectuées sur la surface de la gélose. Aprés incubation a 30°C

pendant 8 jours, les tubes sont conservés a4°C au réfrigérateur. Cette méthode permet une
conservation de 6 a 12 mois (Vincent, 1970).
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La deuxiéme méthode est |a conservation par congéation a -20°C, en utilisant une
solution de YMB (Y east Mannitol Broth ) (Annexe I1) additionnée de 50% (v/v) de glycérol
stérile (comme agent cryoprotecteur) distribuée dans des tubes Eppendorf . Des suspensions
cellulaires ont été préparées dans le bouillon YMB et incubées a 30°C pendant 08 jours, puis
mise en conservation dans des tubes Eppendorf (500 ul de la suspension bactérienne +500 pl
du glycérol stérile). Chacune des souches a été préservée en trois tubes, pour une longue

durée.

1.3 Authentification desisolats

La capacité d’induire la formation de nodosités sur la racine de la légumineuse hote
est un critere de base dans la caractérisation des rhizobia. Pour cela chagu'un de nos isolats a

été testé pour sa capacité a noduler la plante hote L.angustifolius.

1.3.1 Stérilisation et germination des graines

Les graines de Lupinus angustifolius ont été stérilisées en surface avec de I’éthanol
(95%) pendant 10 seconde, puis dans de I’acide sulfurique concentré (H.SO,4) pendant 3 mn,
elles ont ensuite été lavées jusqu'a 10 fois avec de I’eau distillée stérile, et laissées a gonfler
pendant 1 heures dans I’eau du dernier lavage. Les graines ont é&é mises a germer a
I’obscurité dans des boites de pétri contenant de I’eau gélosée stérile a 1% (p/v) a 30°C durant
2a4jours.

1.3.2 Inoculation des plantules

La culture des graines a éte réalisée dans des flacons en verre (250 ml), les graines
germées ont été transférées dans les flacons remplis d'une solution nutritive de Fahraeus
(Vincent, 1970) (Annexe I1) additionnée de CaCOs; a 1% et fermés par des papier aluminium
sous forme de bouchons perfores par deux trous, I’un par lequel on introduit la radicelle de la
graine germée et I’autre permettant I’introduction de I’inoculum. La suspension bactérienne a
été apportée araison de 1 ml (~10° cellules ml™).

Les plantes ont été cultivées en chambre de culture (température ambiante, avec une
photopériode de lumiére/obscurité de 16/8 h). Trois répétitions ont été utilisées pour chague

souche et un traitement négatif sansinoculation en tant que témoin négatif .Le développement
des nodules a été suivi au cours des 4 premieres semaines apres inocul ation.
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2. Caractérisation phénotypique

Les différents tests phénotypiques ont été realises sur I’ensemble des souches a
caractériser en comparaison avec les différentes souches de référence appartenant au genre

Bradyr hizobium.

2.1 Caractérisation morphologique

La morphologie des colonies formées a été determinée sur I’ensemble des souches
isolées de Lupinus angustifolius. une analyse visuelle de la morphologie des colonies a été
faite. les caractéristiques de la croissance bactérienne ont été observées : Aspect, forme,

couleur, diamétre, etc.

2.2 Caractérisation cellulaire
Lamorphologie cellulaire a été observée au microscope optique par les deux technique:

Coloration de Gram
La coloration de Gram permet de vérifier la pureté de la culture et de classer les

bactéries en deux grands groupes : bactéries a Gram positif et bactéries a Gram négatif.
Observation al'état frais

Elle permet de visualiser sous microscope la forme et la mobilité des bactéries. Cet
examen permet auss d'observer des granules de polyhydroxybutyrate (PHB); polymeére
dérivant de polyesters produit par les microorganismes en réponse a un stress donné a savoir

une limitation nutritionnelle.
2.3 Vitessede croissance : Test du bleu de bromothymol (BTB)

La vitesse de croissance des isolats se traduit par |a capacité des souches a alcaliniser
ou a acidifier le milieu YMA contenant I’indicateur coloré Bromothymol bleu (BTB)
(Annexe I1). Les bactéries a croissance lente montrent une réaction alcaline dans ce milieu et
lacouleur vire vers le bleu. Cependant les bactéries a croissance rapide donnent une réaction
acide modifiant la couleur verte en jaune (Somasegaran et Hoben, 1994). Les boites inocul ées
ont été mises en incubation a 30°C pendant 08 jours.
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2.4 Détermination du temps de génération

La croissance des isolats a été suivie par une mesure périodique de la densité optique
a 630 nm en utilisant le spectrophotométre de lumiere U.V visible modele UV- 1200. Les
isolats ont été cultivés sur le bouillon YMB jusqu’a une densité optique (DO) voisine de 1.
Ces precultures ont été utilisées pour inoculer des erlenmeyers contenant 100 ml de

milieu de culture YMB liquide de fagcon & obtenir une (DO) initiae voisine de 0.05.

Les cultures ont été incubées a 30°C dans un agitateur rotatif CERTOMAT BS-T
(Sartorius, Allemagne) programmé a 150 t/min et a I’obscurité . la densité optique (DO) a été
évaluée a tp aprés l'inoculation puis toutes les 24h et cela pendant 10 jours. Le temps de

dédoublement desisolats a été calculé a partir de la phase exponentielle de la culture.

2.5 Tests physiologiques

La population bactérienne peut étre influencée par plusieurs facteurs
environnementaux comme le stress osmotique, stress acide et choc thermique. Latolérance de
nos isolats a ces différents facteurs a été évaluée par trois tests différents en présence des

souches de référence.

2.5.1 Effet du pH

Lesisolats sont cultivés sur le milieu YMB gjusté a différents pH 4,5,6.8,7,8¢€t 9
La croissance des souches est estimée par la mesure de la (DO) a 630nm aprés 08 jours
d’incubation a 30°C pour chague souche trois répétition ont été effectuées. Les résultats sont

comparés au témoin gjusté apH 6.8

2.5.2 Effet dela salinité

Les isolats sont cultivés sur le milieu YMB a différentes concentrations de NaCl
0.25% (43mM), 0.5% (85.5mM), 1% (171mM), 1.5% (256.5mM) et 2% (342mM). La
croissance bactérienne est estimée par la mesure de la densité optique a 630nm apres 08 jours
d’incubation a 30°C.

2.5.3 Effet delatempérature

Les isolats sont cultivés sur le milieu Y MB et incubés a différentes températures 4,
20, 26, 28, 30, 32, 34 et 37°C pendant 08 jours ,La mesure des densités optique (DO) de
chague culture a été faite a une longueur d'onde de 630 nm .
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2.6 Tests nutritionnels

2.6.1 Assimilation dela source de carbone

L’ assimilation des différentes sources de carbone a été évaluée en utilisant le milieu
liqguide YMB ou I’extrait de levure est remplacé par 0.1% de NH4Cl comme source d'azote
(Somasegaram et Hoben, 1985) et le mannitol est remplacé par I’un des sucres présentés dans
le Tableau 4 araison de 1% pour chagque sucre. Les milieux préparés ont été servis dans des
tubes a raison de 5 ml/tube puis inoculés par les microorganismes préalablement mis en
suspension. Les tubes ont été incubés a 30°C pendant 08 jours. La croissance des souches est

évaluée par lamesure de la densité optique (DO) a 630 nm.

2.6.2 Utilisation dela sour ce d'azote

Pour cetest lesisolats sont cultivés sur le milieu liqguide YMB modifié ou I’extrait de
levure est remplacé par I’un des acides aminés présentés dansle Tableau 4 araison de 1%
pour chaque acide aminé. Les tubes sont incubés a 30°C pendant 08 jours suivis par lamesure

de la densité optique (DO) a 630nm.

Tableau 4 : Composés utilisés comme sources de carbone et d’azote

SowoadeCanme _sowadmoe

D-mannose D-ribose I Glycine Acide aspartique
D-Fructose D-cellobiose Proline L- acide glutamique
D-galactose L-arabinose Cystéine

D-raffinose L-rhamanose | Lysine

D xylose Saccharose I Tryptophane

D-glucose Lactose

Mannitol |

2.7 Tests biochimiques

Le but est de rechercher 1a présence de diverses enzymes synthétisées par nos
bactériesisolées et les souches de références, qui jouent un réle dansla symbiosetels quela
cellulase, et d’autre enzymes spécifiqgues comme la nitrate réductase, La polygalacturonase
et I’uréase.
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2.7.1 Réduction des nitrates

Les bactéries sont mises en culture sur milieu liquide Tryptone-Yeast (TY) (Beringer,
1974) (Annexe Il) contenant 0,1% de KNO3 (p/v) pendant 8 jours a 30 C°. Apres incubation,
on goute dans chaque tube le réactif nitrate réductase 1 (Acide sulfanilique a 3% préparé dans
I’acide acétique 5XM) et le réactif nitrate reductase 2 (anaphtylamine a 0,5% préparé dans
I’acide acétique 5XM). L’apparition d’une coloration rouge indique que les nitrates sont
réduits en nitrites. Un résultat négatif nécessite I’addition de la poudre de zinc pour vérifier la
présence du nitrate dans le milieu ou non, aprés quelques minutes, I’apparition d’une tinte
rouge signifie la présence des ions nitrate dans le milieu donc le résultat est négatif. Si on
n’observe pas une coloration rouge l’absence des ions nitrate dans le milieu indique un
résultat positif (Guiraud, 1998).

2.7.2 Hydrolyse de I’'urée

L’urée est un composé organique qui peut servir de source d’azote unique aux
bactéries possedant une uréase. En présence de cette enzyme, les bactéries uréolytiques
peuvent décomposer I’urée en carbonate d’ammonium qui alcalinise le milieu de culture
(Ddarras, 2007 ; Lanotte et al., 2007). Les isolats sont cultivés sur milieu YMA contenant
2% (p/v) d’urée et 0,012 % de rouge de phénol comme indicateur de pH.

Le milieu est stérilisé a 120 °C pendant 20min puis refroidi, auquel on rgoute la
solution d’ureée sterilisée par filtration. Les boites sont incubées a 30°C pendant 08 jours. Les
résultats sont évalués par un changement de la coloration du milieu. Une coloration rouge
indigo indique I’hydrolyse de I’urée et donc I’alcalinisation du milieu aors qu’une coloration
jaunétre indique une réaction négative (Somasegaran et Hoben, 1994).

2.7.3 Activité cdlulolytique

L’ enzyme carboxy-methyl-cellulase appelée aussi B-1,4-D-glucanase ou CMCase est

une enzyme qui joue un réle dans la nodulation et la phase initiale du processus d’infection.

La détermination de la présence d’une activité endoglucanasique est réalisée selon la
méthode modifiée du rouge Congo de (Struffi et al., 1998) , compose capable de selier de
maniere stable a une mol écule non dégradable de Carboxy-méthyl-cellulose (CMC). Les
isolats sont ensemencées sur Y MA contenant 0.25% de CMC. Aprésincubation a 30°C
pendant 08 jours, les boites sont rincées délicatement a I’eau courante puis remplies d’une
solution de rouge congo (1mg/ml) et incubées pendant 30 mn a 30°C.
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La solution de rouge congo est remplacée par une solution de NaCl 1 M a une
température ambiante pendant 30 min. Un halo jaune-orangé entoure les colonies qui

montrent une activité d’une endoglucanase indique la présence d’une cellulase.

2.7.4 Activité pectinolytique

Le milieu de culture utilisé est YMA modifié ou le mannitol est remplacé par 0.1%
d’inositol et additionné de 0.2% (p/v) de pectine (Na-polygalacturonate). L’incubation sera de
7 jours a 30°C. Apres incubation, les boites sont rincées delicatement avec I’eau courante puis
remplies d’une solution de rouge de ruthénium 0.05% et laisser agir pendant 30 minutes. Un
halo décoloré autour des colonies indique une activité polygalacturonasique (Struffi et al.,
1998).

3. Caractérisation génotypique et phylogénétique desisolats

Afin d'évaluer le degré de la diversité génomique des différents isolats obtenus a

partir de nodules de L. angustifolius, différentes méthodes moléculaire ont été utilisées.

3.1 Isolement de I’ADN bactérien

L'ADN génomique total a été isolé a partir de chague isolat en utilisant la méthode de
la lyse acaline établie par Rivas et al. 2001 a partir de cellules cultivées pendant 08 jours
dans le milieu YMB a 30°C, une centrifugation a été effectuée afin de récupérer toutes les

cellules bactérienne (culot).

L'ADN génomique a été mise en extrait avec 200 pl de solution de NaOH (0.05M)
puis maintenue dans un thermobloc a 100 ° C pendant 4 min, suivie par lI'addition de 200 pl
de TrissHCI 0.1M ( pH 8,0) au mélange apres une centrifugation a 13 000 tr / min pendant
3 min. Le surnageant contenant I'ADN total a été récupéré et placé dans de nouveaux tubes

Eppendorf stériles et conserves a-20 ° Cjusgu'ace qu'il soit nécessaire.

3.2 Quantification del'ADN

Laquantification est déterminée en utilisant un spectrophotometre Nanodrop, model
ND21000 (Thermo Fisher Scientific, USA). Larelation DO,g/DO-g a €té employée pour
évaluer saqualite.
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3.3 Amplification de I’ADN

L'amplification de I'ADN extrait de chacun des isolats étudiés a été effectuée par la
réaction de polymeérisation en chaine (PCR). Les réactifs et les concentrations du cocktail
réactionnel varient en fonction du but de P'amplification notamment pour I’obtention des
profils de bandes d’ADN (RAPD-PCR) ou le séguencage d’un fragment de gene
Tableaux 5 et 6.

3.4 Analyse delabiodiversité desisolats selon les profilsde RAPD

Parmi le grand nombre de techniques moléculaires, décrites actuellement pour I’étude
de la diversité génétique bactérienne, il existe I'analyse de profils de RAPD (Random
Amplied Polymorphic DNA). est une technique d’amplification par PCR des séquences
aleatoires dispersées sur tout I’ADN génomique . Le principe de la méhode est d'effectuer
des réactions de PCR avec une seule amorce M 13 dont |a séquence est courte (9 a 10 pb) et
choisie au hasard. Cette méthode présente plusieurs avantages par rapport aux autres
techniques d’amplification par PCR dont principalement la facilité, la rapidité, ne nécessitent
pas une quantité et une qualité dADN élevées (Sikora et al., 1997), Les applications de cette
méthode en rhizobiologie concernent plutot les bradyrhizobia (Nuntagij et al., 1997 ;
Saeki et al., 2000 ; Saleena et al., 2001 ; Sikora et al., 2002). Par conséquent, cette

technique a fait I’objet de choix pour cette étude.

Tableau 5: Réactifs utilisés dans la PCR Tableau 6:Réactifs utilisé dans la PCR

pour |'analyse des profils ' ADN(RAPD-PCR). pour 'amplification des genes.

Réactifs Volume par Réactifs Volume par

(concentration initiale) = réaction (m) (concentration initiale) = réaction (m)
Eau miliQ stérile 19.05 Eau miliQ stérile 18.30
Tampon 2,50 Tampon 2,50
dNTPs 0,50 dNTPs 0.50
Amorce M13 (20 uM) 1.25 Amorce (20 pM) 1,00
- - Amorce (20 pM) 1,00
Taq polymérase 0,20 Tag polymérase 0,20
ADN (80 ng/pl) 1,50 ADN (80 ng/ul) 1,50
Volume total 25,00 Volume total 25,00

46



Chapitrell: Matériel et Méthodes

3.5 Amplification par PCR des genestaxonomique et symbiotiques desisolats

Des séquences dADN pour le géene ribosomiquel6sS, et les deux génes de ménages
ginll et recA, et le gene symbiotiqgue nodC ont éé utilisés dans ce travail pour la

caractérisation moléculaire des souches.

L’amplification des séquences répétitives RAPD, du gene ribosomique 16S, des génes
de ménages glInll, recA, et le géne symbiotique nodC . a été réalisée en utilisant les amorces

signalées dans le Tableau 7 ci-dessous.

Les conditions de température et les durées de chaque phase des cycles de PCR ont

été établies selon chague méthode en utilisant le thermocycleur de type GeneAmp PCR
System 2400 (Perkin Elmer, Etats-Unis) Tableau 8.

Tableau 7: Amorces utilisées pour I’amplification des séquences répétitives RAPD, les géne
ARNr 16S, gInll, recA et nodC par PCR.

RAPD

Amorce

M13

S'GAGGGTGGCGGTTCT3

Amorce

/

(Rivas et al., 2006)

AmorceF | 27F 5AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3' _
AR | AmorceR | 1522R | SAAGGAGGTGATCCAGCCGCAZ (Rivas et)aj » 2007
AmorceR | 800R 5TACCAGGGTATCTATCC3
AmorceF | ginll 12F | 5YAAGCTCGAGTACATYTGGCT3
Inil (Vinuesaet al.,
9! "AmorceR | ginll 689R | 3STGCATGCCSGAGCCGTTCCAS 2005h)
AmorceF [ recA 41F [ 5TTCGGCAAGGGMTCGRTSATG3 | v/injesaetal
F&CA "AmorceR | recA 640R | 3ACATSACRCCGATCTTCATGCS 2005h)
dC Amorce F nodCF SAYGTHGTYGAYGACGGTTC3 (Laguerre et
no al.,2001)
AmorceR | nodCl | 3CGYGACAGCCANTCKCTATTG5
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Tableau 8 : Programmes d’amplification de I’ADN

Obtention de

M éthode profils Séquencage de gene
RAPD-PCR 16S recA, ginll nodC
. s 95°C 95°C 95°C 95°C
Dénaturation initiale o o o o
Dénatur ation 94°C 95°C 94°C 95°C
35 1 45" 1 30"
cycles Hybridation 45°C 55°C 45°C 55°C
1 45" 1 30"
Elongation 72°C 72°C 72°C 72°C
2' 2' 2' 45"
Extension finale 72°C 72°C 72°C 72°C
T 5 T 5
4°C +00

3.6 Electrophorese de I’ADN

L’électrophorése en gel d’agarose permet le controle des fragments obtenus apres
amplification de 'ADN par PCR. Le pourcentage d'agarose a été adapté en fonction du but de
chague électrophorese, 1.5% a éé utilisé pour vérifier les fragments dADN destinés a étre
séquences et pour analyser les profils dADN. Les gels d'agarose ont été préparés avec le
tampon d'éectrophorése TBE (Tris-Borate-EDTA) apH 8.5.

Des aliquotes de chague produit amplifié par PCR ont été mélangés avec du tampon de
charge aenviron le 1/5 du volume.

Les marqueurs de poids moléculaire ont été utilisés lors de chaque migration
électrophorétique  afin d’estimer la taille des fragments amplifiés. Le marqueur
( GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder) a été utilisé et déposé dans les puits situés au début, au
milieu et alafin du gel dans le cas d’électrophorése des profils d’ADN ; cette répartition est
obligatoire pour I’analyse comparative des profils électrophorétiques en utilisant le logiciel
InfoQuestTMFP Software.

Le marqueur a été déposé au niveau du premier puits du gel pour les fragments
destinés au séquencage. Les produits PCR de I'’ADNr 16S, du nodC et des génes de ménage

(recA, gInll) sont révélés par la présence de bandes uniques. Elles correspondent aux poids
moléculaires d'environ 1500 pb,700 pb, 500 pb et 600 pb respectivement .
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L'électrophorése a éé menée pendant deux heures en appliquant un champ éectrique
de70V et en utilisant le générateur de courant Power PAC 300 (Bio-Rad, Etats-Unis).

A lafin de chaque migration, la révélation des gels se fait sous UV grace au BET
(Bromure d'éthidium) additionné au préalable au gel d'agarose qui fluoresce sous UV, en

utilisant |'équipement Gel Doc 2000 (Bio-Rad, Etats-Unis). puis le gel est alors photographié.

3.7 Purification des fragments d’ADN amplifiés

Les échantillons pour les quels I'amplification par PCR a été satisfaisante (ADNr 16S,
les genes de ménages (recA , ginll) et aussi le géne symbiotique nodC ), par leur spécificité et
leur rendement, sont purifiés a |'aide du kit de purification "GeneJET PCR purification Kit"
selon les instructions du fabriquant. Dans certains cas la purification ce réalisé a partir du
gel d'éectrophorése par une purification de bande avec le kit de purification "GeneJET Gel
Extraction Kit"

Cette purification permet d'éiminer les sels, les amorces, les enzymes et les dNTPs
non incorporés. Le principe de ce kit repose sur le fait que dans un milieu a forte
concentration saline et a un pH optimum (pH 7,5), I'ADN se fixe a une membrane de silice
par liaison hydrogéne. Les contaminants sont ensuite éliminés par un lavage acoolique.
Enfin, 'ADN adsorbé ala membrane est dilué par del'eau milliQ.

3.8 Séquencage des produits d’amplification

Lesisolats représentatifs des différents groupes obtenus a partir de RAPD-PCR ont été
choisis pour le sequencage. Le milieu réactionnel destiné au sequencage a été prépare dans un
microtube de 0.2 ml contenant I’ADN d’intérét purifié et une seule amorce (Forward ou
Reverse). La concentration de I’ADN ainsi que le choix de [I’amorce dépendent

respectivement de lataille et de la nature du géne a sequencer Tableau 9.

L e sequencage a éte effectué par le service de séquencage de la Estacion Experimental
del Zaidin, CSIC (Grenade, Espagne) en utilisant le systeme ABI PRISMTM Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems, Etats-Unis) selon les instructions
du fabriguant. Les séquences ont été analysées dans un séquenceur automatique ABI PRISM
model 3130 x| (Applied Biosystems, Etats-Unis).
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Tableau 9: Quantités d’ADN et d’amorces requises pour le séquengage

Produit de PCR Quantité d’ADN Quantité d’amorce
100-200 pb 2-6ng
200-500 pb 6-20ng
6,4 pmol
500-1000 pb 10-40 ng
1000-2000 pb 20-80 ng
>2000 pb 80-200 ng

3.9 Analyse des profils éectrophor é&iques

L’analyse comparative des profils électrophorétiques de la RAPD a été menée a
I’aide du logiciel InfoQuestTMFP Software.

D’abord, les images du gdl ont été sauvegardées sous forme du format TIFF. Celles-ci
ont été converties et normalisées avec le marqueur de poids moléculaire avant d’étre
analysées avec lelogiciel. La méthode de soustraction de fond et e coefficient de Dice ont été
appliqués pour estimer le pourcentage de similitude entre les souches étudiées. Les matrices
de similarité ont servi de base pour la construction d’un dendrogramme en utilisant la
méthode UPGMA (Unweighted Pair Group of Mean Averages, Moyennes non Pondérées des
Groupes Associ€s).

3.10 Analyse phylogénétique des sequences obtenues

Les séquences obtenues pour chague région étudiée sont présentées sous forme
d’électrophoregrammes ou chaque pic de couleur correspond a une base, et a partir des quels
la séquence est établie. Les sequences ont été analysées avec le logiciel d'analyse Chromas,

corrigées, inversees et complémentées afin d’obtenir une séquence codante dans le sens 5°- 3.

Les différents fragments d'une méme séquence ont éé assemblés par le programme
Geneious Pro 5.6.7.software (Biomatters Ltd., Auckland, New Zealand). Les sequences
finales ont ée analysées par le programme BLASTN NCBI
(http://lwww.ncbi.nim.nih.gov/BLAST), permettant de comparer chacune des séquences
obtenues avec cdlles disponibles dans la banque de données GenBank qui donne une liste de

celles qui présentent une grande similitude.
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Les alignements des séquences obtenus a partir des isolats éudiés ains que les
espéces bactériennes qui leur sont proches phylogénétiquement ont été effectués en utilisant le
logiciel Clustal W Multiple Alignment (Thompson et al., 1997; Jeanmougin et al., 1998) .

Les analyses phylogeéenétiques ont été établies par le logiciel MEGA 7.0 (Kumar et al.
2016). Les distances ont été cal culées selon Kimura's two-parameter model (Kimura, 1980).

Les arbres phylogénétiques ont été élaborés selon la méthode de Neighbor joining
(Saitou et Nei, 1987). un "Boostrap" de 1000 réplications a été utilisé pour estimer la
probabilité de I’existence des différents nceuds les plus souvent rencontrés parmi tous les
arbres générés.
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1.Echantillonnage

Des nodules ont été prélevés sur des racines de plantes saines du Lupinus angustifolius
(12 plantes / emplacement) poussant a I'état sauvage dans la région d'El-Taref. Le sol
représentant chaque site de collecte de nodules a été prélevé afin d'y subir une série de tests

pour déterminer satexture et son niveau de fertilité.
1.1 Morphologie et répartition des nodules

Dans le cas de jeunes plantes, Le nombre de nodules qui se repartissent sur un systéme
racinaire mesurant environ 20 cm, varie selon les plantules de 1 jusqu’a environ 20 nodules
par plante. Les nodules jeunes présentent une forme sphérique et une couleur blanchétre,
ensuite évoluent dans le temps avec des contours irréguliers et prennent la couleur du sable
avec une couleur brunétre. Les nodules seénescents changent de couleur et deviennent

totalement brun et complétement desséchés.

Les nodules prélevés mesurent le plus souvent entre 1 a 5 mm , et présentent des
formes diverses . Les nodules qui se rattachent a la racine sont soit unique avec un seul point
de croissance , soit multilobés avec une vascularisation qui se ramifie dans tous les lobes.
Géneralement les nodules se developpent en grappes, soit a partir d’une seule ou multi-

origine et parfois des nodules individuels encerclent toute la racine (Figure 9).

Figure 9: Racines nodul ées de Lupinus angustifolius
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2. Analyse pédologique des échantillons de sols

L’étude des propriétés des sols représente une étape tres importante dans la
détermination des caractéristiques édaphiques relatives a chague site de collecte. Latexture du
sol a été déterminée par I'analyse granulométrique. Le niveau de fertilité a éé déterminé par
des anayses chimiques qui ont porté essentiellement sur le pH, la teneur du sol en matiére
organique ains que la teneur en azote, et en carbone. Les résultats des différentes analyses
physico-chimiques des différents échantillons de sols ainsi que les Coordonnées GPS des sites
sont présentés dans le Tableau 10 .les différents protocoles utilisés dans cette étude sont

mentionnés en (Annexel).

Tableau 10: Caractéristiques physico-chimiques des échantillons de sols collectés

Sites Lac Mellah ' Lac Oubeira ' Lac Tonga
Caractéres

36 ° 54'06.4 "N 36°5021.4"N 36 °5252.7"N
Coordonnées
8°2028.9"E 8°2538.8"E 8°31244"E
Climat Humide Humide Humide
Limono-sableux sableux Argilo-limoneux
ture 87% Sable 95% Sable 10 % Sable
3% Limon 1% Limon 45 % Limon
10 % Argile 4% Argile 45 % Argile
Humidité (%) 11.45 12.38 15.34
6.58 6.81 5.52
6.23 6.44 5.03
iElf 2.58 2.10 1.87
organique (%)
Carbone (%) 1.29 0.87 0.75
0.14 0.08 0.09

53



Chapitrell1: Résultats et discussion

2.1 Texture

L’analyse granulométrique décrit les proportion relatives des diverses talles des
particules solides du sol (argiles, limons et sables), permet d’apprécier la perméabilité, la
rétention en eau, I’aération et la capacité d’échange cationique (Baize, 1988).

Les résultats de I' analyse granulométrique Tableau 10 montrent que les textures des
trois sols présentent une texture limono-sableuse pour le 1 site, pour le 2°™site |a texture est
sableuse et e dernier site présente une texture argilo-limoneuse.

Ces sols ont une texture équilibrée, De plus, avec des teneurs élevées en sables, le sol

présente une bonne perméabilité et une aération suffisante.
22LepH

Le pH (potentiel hydrogene) est la mesure de la concentration des ions hydrogene
(H+) dans le sol, C'est le premier indicateur de toute évolution physico-chimique des sols. I
sagit d'un paramétre relativement facile a mesurer.

Le pH du sol a éé mesurée de deux fagcons différentes : le pH aeau et le pH au KCL.
Le pH a eau a été déterminé a partir de la suspension des sols étudiés qui varie entre 5.52 et
6.81, Le pH des sols analysés est 1égérement acide proche de la neutralité favorable pour la
survie des populations de rhizobium dans le sol. Cependant, le pH au KCL indique des
valeurs qui sont généralement inférieures a celle du pH a eau. La variation entre les deux
mesures du pH ne dépasse pas généralement 1 unité.

Les conditions de I’environnement telles que I’acidité du sol, salinité, teneur excessive
en azote et en micro-ééments sont les facteurs les plus déterminants qui affectent le processus
de la symbiose dans le sol. Ainsi, la nodulation se trouve largement affectée dans les sols tres
acides (Zahran et al., 1999).

2.3 Humidité (H)

L’humidité du sol (ou eau contenue dans le sol) détermine de facon essentielle la
variation des caractéristiques de différents matériaux ou sols.

Les sols étudiés possedent une humidité exprimée en % et varie entre 11.45 et 15.34

Les résultats sont présentés dans le Tableau 10.

L'humidité joue un rdle important dans le maintien de lavie sur la Terre, sa premiere
"utilisation" est de permettre la croissance de la végétation. Elle conditionne également la
mise en place du peuplement végétal (germination des semences, émergence, implantation
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du systéme racinaire, etc.). Son évauation est donc importante en hydrologie et en

agronomie, et constitue un parametre d'a erte pour la désertification.
2.4 Lestneeursen carbone et en matiere organique

La matiére organique est une source importante d'ééments nutritifs pour les plantes et
la connaissance de sa teneur totale dans le sol renseigne sur sa potentialité fertilisante. elle a
également un réle important dans la « fabrication» des agrégats. Autrement dit sur
I'éaboration de la structure du sol instable.

Selon la classification de (Baize, 1988) qui montre les valeurs limites de la matiere
organique, Il a éé considéré que les valeurs inférieures a 1.5% en matiére organique
correspondent a un sol pauvre. Une vaeur intermédiaire a été déterminée entre 1.5% et 3.5%.
Une valeur oscillante entre 3.6% et 6% a été considérée élevée . Les sols utilisés lors de cette
étude est moyennement pauvre en matiére organique car le pourcentage varie de 1% a 2%.

Les spécialistes s’entendent pour dire qu’un taux de 1,5 % est la limite critique
théorique, au-dessous de laguelle lafertilité diminue rapidement. 1l est souvent souhaitable de
viser a maintenir un taux minimal de 2,5 % en général et méme de 3,5 a 4 % dans les sols
lourds (Doucet, 2006).

2.5 L’azote

L’azote est I’élément le plus variable et le plus déficient dans le sol. Sa teneur dépend
du pourcentage de la matiére organique, des amendements d’engrais mais également des
especes bactériennes fixatrices d’azote. La capacité de fixation d’azote par les Iégumineuses
est influencée par la présence d’azote minéral dans le sol. Généralement, la présence d’une
faible quantité de nitrate dans le sol favorise le processus de nodulation et par consequent
augmente la capacité fixatrice d’azote atmosphérique. Par contre une concentration élevée de
nitrate empéche la nodul ation (Eaglesham et al., 1983; Huss-Danell, 1997; Wall et al., 2000).
Les résultats de I’azote mesuré au niveau des sols des différents sites ont confirme sa faible

teneur.

En général, d’aprés les résultats obtenus de I’analyse physico-chimique, les sols
prospectés sont assez riches en nutriments, favorisant ainsi un bon développement végétal et

en méme temps |la présence d'un nombre plus important de microorganismes.
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3. Isolement des Rhizobia nodulant lupinus angustifolius

A partir des nodules frais de L.angustifolius ont été isolés et sélectionnés des isolats
présentant morphologiquement différentes colonies sur boites de pétri contenant le milieu
YMA. De cette maniére un total de 80 isolats a été choisi. Le nombre et les noms des isolats

obtenus a partir de chaque site sont illustrés dans le Tableau 11.

Tableau 11: Le nombre et la nomenclature des différents isolats isolés de L.angustifolius.

Sites Nombred'isolats Nomenclatures desisolats
Lac Médllah 30 LaM
Lac Tonga 25 LaT
Lac oubiera 25 LaO
Total 80

3.1 Test denodulation

La capacité des bactéries dinfecter les racines de légumineuses et de former des
nodules sappelle "l'infectivite", alors que le terme "efficience” donne une indication de la

capacité des plantes nodul ées afixer |I’azote (Beck et call., 1993).

Dans notre étude, le test de nodulation a été réalisé sur la plante héte L.angustifolius
pour évaluer la capacité de nos isolats de former des nodules sur les racines de leur plante
hote sous des conditions bactériol ogiques control ées.

Apres une période de culture, on trouve que parmi les 80 isolats testés seulement 64
isolats ont répondu positivement au test de nodulation apres 6 - 8 semaines par la formation
de nodules roses-rouges. Cette couleur des nodules est une indication de I'activité du nodule,
expliguée par la présence de la leghémoglobine, hémoproténe fixatrice de dioxygéne

nécessaire pour lafixation d'azote.
4. Caractérisation phénotypique

La caractérisation phénotypique des différentes souches nodulant le lupin nous permettra
d’une part de mettre en évidence I’étendue des variations phénotypiques qui existent entre les
souches et d’autre part d’exploiter ces variations pour la sélection de candidats pouvant
maintenir une capacité supeérieure de fixation d’azote sous les variations des facteurs du
milieu.
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Les différents tests phénotypiques ont été réaises sur les 17 souches
représentatives appartenant aux différents groupes RAPD-PCR Tableau 12, en comparaison

avec les différentes souches de référence appartenant au genre Bradyr hizobium.

4.1 Caractérisation mor phologique des colonies
Cette caractérisation concerne les caracteres morphologiques des colonies sur le milieu
de culture ains que les caractéres cellulaires via I'observation microscopique.
Tous les isolats cultivés sur YMA a 30°C forment au bout de 5 a 8 jours des colonies
convexes circulaires avec un diamétre entre 1-2 mm, des bordures régulieres, de couleur
créme claire, un aspect humide, brillant, opaque a travers la lumiére et de consistance
muqueuse. Aucun isolat n’a eu la capacité de produire des pigments dans le milieu de culture.

La production d’exopolysaccharides EPS varie d’un isolat a I’autre.

Cette morphologie correspond a une des caractéristiques habituelles des bactéries de la
famille des Rhizobiaceae a croissance lente précisément le genre Bradyrhizobium . (Jordan,
1984) (Figure 10).

L'observation microscopique d'une suspension bactérienne, montre des batonnets aux
extrémités arrondies, mobiles (Figure 11). La coloration de Gram a confirmée leur
appartenance aux bactéries Gram négatif. Ces résultats sont en accord avec la description

donnée pour le genre Bradyrhizobium isolés par Vinuesa et al. (2005).
4.2 Temps de génération et taux de croissance

L’évaluation du temps de génération dans le milieu YMB des souches est récapitulée
dansle Tableau 12.

La moyenne des temps de génération de ces isolats était compris entre 8-41h en effet
une minimale du temps de génération (8h) a été enregistrée pour la souche LaT46 alors que la
souche LaO53 a montré un temps de génération supérieur a 40 h. Ces résultats sont

confirmeés par ceux obtenus pour les souches de références.

D’apres le temps d’apparition des colonies sur le milieu YMA solide (de 5 a 8 jours) et
d’aprés leurs caractéristiques morphologiques, les souches se sont montrées plus en accord
avec la description décrite par Jordan (1982) pour les souches a croissance lente du genre
Bradyrhizobium qui sont caractérisées par des temps de génération = a 6h . Cette constatation

a été donc confirmeée par le temps de génération lent des souches.
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Figure 10 : I'aspect cultural desisolats de L.angustifolius, (&) sur lemilieu YMA+ RC

(b) sur lemilieu YMA

Figure 11: (a) Observation des colonies desisolats de L.angustifolius alaloupe binoculaire

(b) Observation microscopique d'une coloration de Gram desisolats de L.angustifolius.
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Tableau 12: Résultat du taux de croissance et du temps de génération.

LaO1

LaO10

LaM 15

LaO17

LaT21

LaT23

LaT28

LaM 34

LaM 35

LaT41l

LaT46

LaM 50

LaO53

LaO54

LaM 58

LaM 77

LaT92

B.canariense BTA-1
B.cytis CTAW11
B.rifensCTAW71
B.japonicum USDAG6
B.diazoefficiens USDA 110

9.26
17.36
22.64
16.25
11.46

8.74
10.45

9.49
19.23
18.51

8.67
40.27
41.11

9.47
12.76

24
23.14
07.06

9.76
08.59
07.74
07.12

0.107
0.057
0.044
0.061
0.087
0.114
0.095
0.105
0.052
0.054
0.115
0.024
0.024
0.105
0.078
0.041
0.043
0.141
0.102
0.116
0.129
0.140
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4.3 Caractérisation physiologique

4.3.1Tolérance alatempérature

D’apreés les résultats montrés dans lafigure 12 et (Annexe 1), les souches étudiées y
compris les souches de références sont capables de se développer dans un intervalle alant de
20°C a 34°C avec un optimum a 28°C pour la plupart des souches et aucune souche n’a été
capable de croitre dans les températures extrémes 4°C et 37°C. Ceci a éé souligné par Jordan

(1984), qui a constaté que la croissance des rhizobia est tres rare a ces températures.

Pour la plupart des Rhizobia, la température optimale de croissance est comprise entre
28°C et 31°C et de nombreuses rhizobia sont incapables de croitre & 38°C (Zahran, 2001; Al
Sherif et al., 2004 ;Thami et al., 2010).

Notre résultat est en concordance avec celui de Liu et al (2005) et Wei et al (2008)

gu'ont rapporté que leurs bactéries nodulant les |égumineuses ne peuvent guére supporter la
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Figure 12 : Influence de la variation de latempérature sur la croissance des souches
testées

Il a été rapporté gque les basses températures sont parmi les principaux facteurs limitant
la fixation d’azote par les Rhizobia dans les régions trés humides ou froides (Zhang et Smith,
1996). L’action similaire des hautes températures a été également rapporté (Hungria et
Franco, 1993)

Toutefois il existe des souches qui tolérent des températures extrémes, Bourebaba et al
(2016) a montrée que quelque souches isolées de L.micranthus peuvent tolérer des

températures alant jusqu'a 39°C, Moschetti et al (2005) ont constaté que les souches de
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R.I. bv. viciae, prélevées a partir de plantes de Vicia, Lathyrus et Pisum dans différentes
régions de I’Italie peuvent tolérer jusqu'a 37° et 44°C. Ces mémes auteurs ont apporté que ces
souches qui ont pu tolérer les hautes températures ont perdu en revanche leur capacité

infective.

4.3.2 Tolérance au pH

Les résultats de la tolérance aux pH acides et alcalins de I’ensemble des souches de la

collection sont présentés dans lafigure 13 et détaillés en Annexellll.

D’aprés nos résultats 100% des souches étudiées présentent une large gamme de
tolérance allant du pH 4 jusqu’a pH 8 , Ces résultats montrent que les souches sont plus
sensibles a I’alcalinité qu’a I’acidité. D’autre part, aucune souche n’a pu se développer au pH
basique (pH 9). Les résultats obtenus concordent avec ceux obtenus par Sanchez-Canizares et
al. (2011). En effet, ces derniers ont isolé des souches de Bradyrhizobium nodulant Lupinus
mariae-josephie, qui ont une bonne croissance situé entre pH 4 et pH 8. aussi Maatallah et al.
(2002) qui ont détecté la croissance de leur isolats a des val eurs de pH comprises entre pH 4.0
et pH supérieur a 7.5. Ainsi Raza et al. (2001) et Jordan (1984) ont trouvé que les isolats
étudiés sont tolérants aux variations du pH (de 4.0 a 10). Le méme résultat est retrouvé chez

R.I. bv viciae nodulant 8 especes de |égumineuses sauvages (Moschetti et al., 2005).
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Figure 13 : Effet delavariation de pH sur la croissance des souches testées

Tous ces résultats montrent en général I'existence d'un certain degré de corrélation
entre le pH des sols d'origine (Iégerement acide avec un pH 6.58, 6.81 et 5.52 ) et I’intervalle
de pH dans lequel les souches isolées ont été capables de croitre. Toutefois, cette corrélation

est une caractéristique généralement trés variabl e entre les souches d'une méme espéce.
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Jordan (1984) a montré que les rhizobia a croissance rapide sont généralement plus
sensibles a I’acidité que les Bradyrhizobium. Cependant, certains auteurs ont montré qu’il n’y
a pas de corrélation entre la tolérance d’une souche au pH acide du milieu et la vitesse de sa
croissance (Mohamed et al., 2000).

d’autres études ont montré que les rhizobia de la luzerne sont également sensibles a
I’acidité (Howeison et Ewing, 1989 ; Brockwell et al., 1991 ; Graham, 1992 ; Graham et al.,
1994 ; Del Papaet al., 1999).

433 Tolérancealasalinité

L’étude de [I’effet du NaCl sur la croissance des souches isolées de
L.angustifoluis ains que les souches de référence en évaluant leur croissance en présence de
concentrations croissantes de NaCl (Figure 14), montre que toutes les souches présentent le
méme comportement vis-&vis du NaCl. En effet a 43 mM toutes les souches ont une bonne
croissance. A partir de 85.5 mM la croissance des souches diminue pour s’annuler a 171 mM .

Ces résultats confirment ceux trouveés par (Jordan. 1982, Vinuesa et al., 2005 ; Chang
et al.,, 2011; Chahboune et al., 2011, 2012, Wang et al., 2012, Guerrouj et al., 2013
Bourebaba et al., 2016). En effet, la croissance de la plupart des rhizobia particuliérement les
Bradyrhizobiums tels que B. cytisi, B. refens, B. japonicum, B. canariense, B. arachidis, B.

lablabi, B. retama est affectée dans un milieu de culture contenant 100mM ou plus de NaCl.

Il a été démontré gue le stress salin peut affecter la symbiose |égumineuse-Rhizobia en
inhibant le processus d'infection ainsi que le développement des nodules (Farissi et al., 2014)
En généra, les premieres étapes de la nodulation sont les plus sensibles au stress salin. Des
résultats sont apportés par Wei et al (2008) ou ils ont noté que les souches nodulant les genres
Astragalus Lespedoza et Hedysarum sont incapables de croitre a 5% de NaCl, Liu et al (2005)

ont noté que tous lesisolats sont sensibles a 4% de NaCl.

Miller et Wood (1996) ont rapportés que le Rhizobium est une bactérie sensible a la
salinité surtout durant le processus de la symbiose, mais il peut tolérer des concentrations
élevées ; il est doté d’un mécanisme d’adaptation qui le rend capable de surmonter I’effet du
stress salin. Certains auteurs ont rapporté que les rhizobia sont plus tolérants au stress salin
gue leur plantes hétes (Zahran, 1999, Swarg et Bishnoi, 1999).
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Figure 14. Effet de lasainité sur la croissance des souches testées
4.4 Caractérisation nutritionnelle

4.4.1 Utilisation dela source de carbone

La variabilité au niveau de la capacité d'utilisation des substrats carbonés entre les
souches de différentes especes et méme entre les souches d'une méme espece, est trés
commune quand les substrats anal ysés sont variés et nombreux. Ainsi, dans la présente éude,
la croissance des isolats a été testée sur un total de 13 substrats apportant les atomes de C pour
le métabolisme cellulaire.

Les résultats indiqués dans la figure 15 et Annexe IIl  montrent que toutes les
souches testées ainsi que les souches de références sont différentes dans leur aptitude a
assimiler les différents sucres.

En général, les souches ont présenté une grande facilité a utiliser les monosaccharides,
comme sources de carbone. Ainsi, le D-glucose, D-mannose, D-galactose, D-fructose,
D xylose, D-ribose et L-arabinose et rhamnose ont été utilisés par toutes les souches étudiées.
En effet, 100% de souches ont pu assimiler le mannitol : substrats communément utilisés
pour la culture et le stockage des rhizobia. Un méme pourcentage a été aussi obtenu avec
l'arabinose et le galactose . L’étude menée par Chakrabati et al. (1981) a montré que parmi
tous les Bradyrhizobium qu’ils ont testé, seules les souches de lupin ont été capables
d’assimiler I’arabinose.

Aucune souches n’a pu se développer en présence de D-cellobiose et saccharose et un trés
peu de souches qui peuvent se développées en présence du Lactose et du Raffinose. Plusieurs
études ont été réalisées sur la variabilité de la nutrition carbonée chez les Rhizobia (Graham,
1964 ; Zhang et al, 1991; Stowers et Eaglesham, 1984). Il a été montré que les souches a

croissance rapide possedent une préférence pour les disaccharides (Stowers, 1985; van
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Rossum et al, 1995), Cependant, les bactéries du genre Bradyrhizobium ont une aptitude
variable pour I’assimilation des monosaccharides, moindre pour les disaccharides et rare pour

les trisaccharides (Stowers, 1985). ce qui est en accord avec nos resultats.

100 100 100
77,2777,2781,81

100 6,36

% d'assimilation
8

Figure 15: Assimilation de différents substrats carbonés par les souches étudiées

4.4.2Utilisation dela source d'azote

Les résultats de I'assimilation de différents acides aminés comme seule source d’azote
sont montrés dans la figure 16 Annexe 111 la croissance des souches a été testée en présence
de huit acides aminés. Toutes ont été capables d’assimiler L-proline, L- acide glutamique,
acide aspartique, Histidine, Tryptophane, Cystéine et Lysine et incapables de métaboliser la
L-glycine sauf pour les souches LaM50 et LaO53 qui présentent une croissance trés lente.
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Figure 16: Assimilation de différentes sources d'azote par les souches étudiées
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Les rhizobiums sont des bactéries chimioorganotrophes, ils peuvent utiliser une grande
variété de composés comme source dazote pour leur croissance Jordan (1984) et
Somasegaran et Hoben (1994). Le spectre des composants qui peuvent étre métabolisés parait
dépendant de la souche et peut refléter des différences d'adaptation a la rhizosphére de la
légumineuse ou aux composants organiques du sol (Amarger, 2001). Alors que il existe

certains acides aminés qui peuvent étre des inhibiteurs de croissance (Jordan, 1984).
4.5 Caractérisation biochimique

4.5.1 Test du bleu de bromothymol (BTB)

Les résultats de ce test sont indiqués dans le tableau 13 Cette expérience ayant pour
but de distinguer entre les souches a croissance rapide considérées comme des bactéries
acidifiantes du milieu YMA additionné du BTB, et les souches a croissance lente produisant
des composés acalins Jordan (1984).

L'alcalinisation du milieu YMA additionné du bleu de bromothymol, (ceci est traduit
par le virage de la coloration du milieu au bleu foncé) est manifestée par toutes les souches,
indiquant que ces bactéries sont a croissance lente et appartenant au genre Bradyrhizobium
(Figure 17).

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Jordan (1984) et Xu et al., 1995
qui considére que les bactéries qui alcalinisent le milieu sont dites a croissance lente et

appartiennent au genre Bradyr hizobium.
4.5.2 Réduction des nitrates

Toutes les souches isolées de L.angustifolius dans cette éude ainsi que les souches de
références réduisent les nitrates en donnant une couleur rouge apres I’addition des réactifs | et
Il de la nitrate réductase au milieu Tableaul3, (Figure 17) ce qui confirme que toutes les
souches testées possédent donc une nitrate réductase , Les mémes résultats ont été obtenus
par Struffi et al.,(1998) et Mc Neil, 1982. La variabilité de I’aptitude a réduire le nitrate a été
également rapportée chez différents Rhizobia (Mc Nell, 1982 ; Zahran, 1991; Lucifiski, 2002)
ont rapporté que un exces du nitrate dans le sol affecte la capacité de I’adsorption des

Rhizobia aux racines des plantes et inhibe leur capacité infective et effective .
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Des travaux ont montré que la sensibilité au nitrate peut varier entre les différentes
souches de Bradyrhizobium (Gibson et Harper, 1985) alors que d’autres travaux ont montré
que le nitrate affecte la compétition des souches de Bradyrhizobium japonicum pour infecter
le soja (Martensson et al., 1989).

4.5.3 Hydrolysedel’urée

L’activité de I’uréase joue un réle essentiel dans le métabolisme d’azote des plantes,
algues, quelques invertébrés, des mycétes ainsi que les procaryotes (bactéries) (Palinska et al.,
2000). L aptitude a hydrolyser I’urée est une caractéristique ecologiquement importante dont
il faut tenir compte pour la sélection d’une souche particuliere. La mise en évidence de la

capacité des rhizobia a hydrolyser I’urée a été initialement décrite par Jarvis et al. (1977).

La capacité des souches isolées de L.angustifolius ainsi que les souches de référence a
hydrolyser I’urée est représentée dans le Tableau 13. En effet, toutes les souches ont une
activité uréasique et acalinisent le milieu en observant un virage de la couleur de I’indicateur
de pH versle rose fuchsia (Figure 17). ce qui indique la dégradation de I’urée et la libération
des ions d’ammonium . Par contre les souches LaM50. LaO53 et les souches de référence
CTAWL11 isolée par Chahboune et al. (2011). n’ont donné aucune alcalinisation du milieu, ce
qui indique I’absence de I’activité uréolytique pour ces souches.

4.5.4 Activité cdlulolytique

L’hydrolyse de carboxy-methyl-cellulose CMC (le composant fondamental de la
paroi végetale) se manifeste par un halo jaune orange autour des colonies aprés coloration au
rouge Congo. Toutes les souches anisi que les souches de références ont montré une activité
cellulolytigue Tableau 13, (Figure 17), donc ces bactéries ont la capacité de dégradé la
cellulose. Les résultats obtenus pour cette éude se sont révélés en concordance avec ceux
obtenus par jose et al., 1996 et D’autres auteurs ont montré que Rhizobium produit I’enzyme
cellulase qui dégrade les ponts glucidiques de la paroi cellulaire des cellules végétales, et
facilite aux rhizobia de pénétrer atravers les microfibres de la membrane cellulaire (Mateos et
al., 1992).

Actuellement I’activité de la cellulase est trouvé chez plusieurs éspéces Rhizobiales :
Snorhizobium meliloti, Mesorhizobium loti , B japonicum , et les differentes souches de R

leguminosarium ( Baumberger et al., 2002).
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4.5.5 Activité pectinolytique

Apres 'addition du rouge de ruthénium et le ringage avec de I’eau, un halo clair est

observeé autour des colonies indiquant une réaction positive (Figure 17).

Les résultats montrent que toutes les souches ont une activité polygal actoranasique
Tableaul3. Les résultats obtenus pour cette étude se sont révélés en concordance avec ceux
obtenus par jose et al.,1996 qui supposent que le rhizobium produit les deux enzymes (la
cellulase et |a pectinase) qui dégradent les ponts glucidiques de la paroi cellulaire des cellules
végétales, et facilitant ains la pénétration des rhizobia a travers les microfibres de la

membrane cellulaire.

Tableau 13 : Résultat de |a caractérisation biochimique des souches isolées de L.angustifolius

ainsi que les souches de références

Souche Lest BTB rg'd'ltf;‘g;e Uréase Cellulase Pectinase
LaO1 Alcalinisation + + + +
LaO10 Alcalinisation + + + +
LaM 15 Alcalinisation + + + +
LaO17 Alcalinisation + + + +
LaT21 Alcalinisation + + + +
LaT23 Alcalinisation + + + +
LaT28 Alcalinisation + + + +
LaM 34 Alcalinisation + + + +
LaM 35 Alcalinisation + + + +
LaT41 Alcalinisation + + + +
LaT46 Alcalinisation + + + +
LaM50 Alcalinisation + - + +
LaO53 Alcalinisation + - + +
LaO54 Alcalinisation + + + +
LaM58 Alcalinisation + + + +
LaM 77 Alcalinisation + + + +
LaT92 Alcalinisation + + + +
B.canariense BTA-1 Alcalinisation + + + +
B.cytis CTAW11 Alcalinisation i - + +
B.rifensCTAW71 Alcalinisation + + + +
B.japonicum USDAG6 Alcalinisation + + + +
B.diazoefficiensUSDA 110  Alcdlinisation + + + +
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Figure 17 : Résultats de différents tests biochimiques (a) La croissance des souches sur YMA+BTB, (b) Réduction des nitrates,
(d) Activité cellulosique, (e) I'hvdrolvse de I'urée par les souches, (f) Activité Pectinolvtique des souches
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5. Caractérisation génotypique
5.1 Analyse dela biodiversité selon les profils de RAPD

Afin de déterminer la biodiversité des souches et de réduire leur nombre pour des tests
plus détaillés. En utilisant une seule amorce M13, I’ADN génomique des 64 souches a été
identifié par une technique aléatoire RAPD de I'ADN (Random Amplified Polymorphic
DNA) , précédemment présentée comme une méthode discriminante rapide et simple de
typage des souches. (Coutinho et al., 1999; Mclnnes et al., 2004 ; Rivas et al., 2006 ;
Velazquez et al., 2010). En utilisant le programme InfoQuest, un dendrogranme a été
construit sur la base de I’algorithme UPGMA, en anaysant la similarité entre les différents
profils des différentes bandes obtenues sur les gels d’agarose (Figure 18).

Les 64 souches obtenues dans cette étude ont été répartis en 17 profils différents a un
niveau de similarité de 80% Tableau 14. Dont chaque profil regroupe un nombre variable de
souches provenant soit du méme site ou de sites différents. De plus, aucune corrélation entre

les profils et leur origine géographigque n'a été trouvée.

Une souche choisie aéatoirement de chague profil a été considérée comme
représentative et son profil de bande dADN est montré dans la Figure 18.

Ces résultats mettent en évidence la grande diversité génétique des souches qui
nodulent L.angustifolius dans les différentes localisations géographiques étudiées et
confirment I'utilité de I'analyse des profils de RAPD pour la recherche de la biodiversité des
rhizobia, comme il a été montré dans beaucoup d’études (Nuntagij et al., 1997 ; Saeki et al.,
2000; Saleenaet al., 2001 ; Sikora et al., 2002) , cette technique est utile aussi pour I'étude de
ladiversité infra-spécifique des Bradyrhizobium (Lunge et al., 1994 ; Nishi et al., 1996).

5.2 Analyse phylogénétique desisolats de L.angustifolius

La taxonomie bactérienne moderne vise I’intégration de toutes les donnés et les
informations phénotypiques, génotypiques et phylogénétiques menant & une taxonomie
polyphasique et une classification plus stable. Plusieurs techniques ont éé proposées pour
I’étude de la diversité taxonomique des rhizobiums et de leur classification. Parmi eux ,Les
sequences d'/ADNr 16S, les genes de ménage (recA et glnll) , et le géne symbiotique (nodC)
ces technigques ont été utilisées dans le cadre de notre étude pour la caractérisation moléculaire
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des souches isolées des nodules. Seules les souches représentatives de chaque RAPD profil

ont été anal ysées.

Tableau 14 : Différents groupes obtenus a partir de RAPD-PCR

I';L\Oliié Souches Redpéécfgive

groupe RAPD
I LaO1, LaO74 LaOl
I La010, LaO11, LaO49, LaO12 LaO10
[l LaM15, LaO19 LaM15
Vv LaO17, LaM48,La051 LaO17
\% LaT21, LaO16 ,LaM2 LaT21
\2 LaT23, LaT40, LaT47, LaT22,LaT20 LaT23
VIl LaT28, LaT71, LaT99,Lar27 LaT28
VIl LaM34, LaM8, LaT18, LaM32 LaM34
IX LaM35, LaM45, LaM13, LaM3 LaM35
X LaT4l, LaT26,LaM63, LaM69 LaT4l
Xl LaT46, LaO29, LaM43, LaM57 LaT46
X1l LaM50, LaM88, LaM 38, LaT39 LaM50
X1 LaO53, LaO79, La082, La085, LaM 36 LaO53
X1V LaO54, LaO6, Lal 33, LaM55 LaO54
XV LaM58, LaM9 LaM58
XVI LaM77, LaT25,La062 LaM77
XVII LaT92, LaT6e0, LaO30,LaT24, LaM72, LaM90, LaT14 LaT92
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Figure 18: Dendrogramme résultant de I’analyse par RAPD -PCR des isolats nodul ant

L.angustifolius
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Les arbres phylogénétiques ont été construits en utilisant la méthode de Neighbor
Joining NJ (Saitou et Nei, 1987). Les séquences nucléotidiques obtenues a partir des
produits de PCR de I'ADNr 16S, des génes recA ,ginll et nodC des souches utilisées dans les
anal yses phylogénétique ont été déposées dans la base de données (GenBank), Leurs numéros
d'accession sont indiqués entre parenthéses apres leurs noms dans les arbres phylogénétique.

5.2.1 Séquencage et analyse phylogénétique du gene ribosomique 16S

Comme expliqué précédemment, la classification phylogénétique des bactéries est
basée sur le gene ribosomique 16S et par conségquent c'est le géne communément utilisé pour
la classification des rhizobiums. L’amplification de la région 16S de I’ARNr a donné une
bande unique de 1500 pb révelee par électrophorese chez I’ensemble des isolats étudiés
(Figure 19).

La position phylogénétique des 17 isolats représentatifs des différents groupes
obtenus a partir de RAPD a été déterminée par comparaison des séquences partielles du géene
ARNr 16S obtenues avec celles disponibles dans la banque de données Genbank en utilisant
les différents services : BLASTN (Basic Loca Alignment and search Tool) fournit par EBI
(http://lwww.ebi.ac.uk) , la base de donnée EzBiocloud (https://www.ezbiocloud.net/), ou
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Les recherches par BLAST et I'arbre phylogénétique de I'ADNr 16S (Figure 20) basé
sur I'alignement des séquences nucléotidiques des isolats .ainsi que celles de toutes les
souches types des espéces décrites dans le genre Bradyrhizobium. En utilisant la séquence
DSM9653" de Bosea thiooxidans comme outgroup, les résultats ont indiqués que les 17
isolats représentatifs de chaque RAPD profil appartiennent a la famille des Rhizobiaceae de

la classe des Alphaproteobacterea. et classes parmi le genre Bradyr hizobium.

L'arbre phylogénétique a indiqué que toutes nos souches représentatives apparai ssent
dans un clade unique (Clade I) et regroupées en quatre clusters différents.(I-11-111-1V), dont le
cluster | représenté par les souches LaT92 et LaM77 qu'ont été identifiées comme membres
de I’espéce Bradyrhizobium diazoefficiens USD110", Cluster Il était composé des souches
LaM50, LaO53 qui sont proches de Bradyrhizobium cytiss CTAW11' et Bradyrhizobium
rifense CTAW?71" isolées de Cytisus villosus du Maroc par (Chahboune et al.,2011b, 2012).
Cluster 111 a été représenté par une seule souche LaM54 qu'est regroupée a proximité de

Bradyrhizobium liaoningense LMG18230", Alors que pour les 12 souches restantes, LaOl |
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LaO10, La017, LaT21, LaT23, LaT28, LaT4l, Lar46, LaM15 , LaM34, LaM35 et LaM58
sont regroupées avec Bradyrhizobium lupini USDA 3051 dans e Cluster 111.
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Figure 19: Révélation sur gel d’agarose des produits d’amplification du géne ribosomique

16S. M: Marqueur de poids moléculaire I11.

Bien que quelques auteurs aient rapporté que le genre Lupinus est nodulés
principalement par les espéces du Bradyrhizobium (Barrera et al., 1997 ; Eckhardt et al .,
1931 ; Jarabo-Lorenzo et al., 2003 ; Stgpkowski et al., 2007; Velazquez et al., 2010), d'autres
ont rapporté que quelques genres a croissance rapide peuvent nodulés cette plante. parmi les
quelles les souches d'Ochrobactrum ont été isolées chez L. honoratus (Trujillo et a., 2005) et
Microvirga chez L. texensis (Ardley et a., 2012) et L. micranthus (Msaddak et al., 2017).
auss des souches de Phyllobacterium de L. micranthus (Msaddak et al., 2017). Pris
ensemble, tous ces résultats et ceux trouves dans cette éude suggerent que les especes de
Lupinus soient nodul ées principal ement par e genre Bradyr hizobium.

Les grandes valeurs d’identité que présentent les séquences du gene ribosomique 16S
de certains isolats étudiés par rapport aux souches de référence, n'impliquent pas une
identification correcte au niveau de I’espéce. Parfois les valeurs d’identités qui sont
supérieures a 99.5% peuvent correspondre a différentes especes comme dans le cas de R. etli
et R. leguminosarum (Segovia et al., 1993), R. lusitanum et R. rhizogenes (Vaverde et al.,
2006) et entre B. ekanii et B. pachyrhiz (Ramirez-Bahena, 2009). Par conséquent, I'éude
dautres marqueurs phylogénétiques est nécessaire, comme les genes de ménage
"housekeeping genes" qui sont tres utiles pour différencier les espéces proches dans lafamille
des Rhizobiaceae (Gaunt et al., 2001; Kwon et al., 2005; Valverde et al., 2006).
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Figure 20 : Arbre phylogénétique Neighbor-joining (NJ), basé sur l'alignement des séquences
partielles dARNr 16S des souches des nodules de L. angustifolius sauvages et d'especes
phylogénétiquement apparentées du genre Bradyrhizobium. Les isolats sont indiqués en rouge avec le
symbole noir . Les valeurs de bootstrap sont indiquées sous forme de pourcentages dérivés de 1.000
réplications. Les valeurs inférieures a 70 ne sont pas affichées. Les numéros d'accession des séguences
du gene dARNr 16S sont indiqués entre parentheses apres les noms des souches, L'arbre est enraciné
avec Bosea thiooxidans DSM 9653". T:La souche type de I'epéce.
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5.2.2 Séquencage et analyse phylogénétique desgenes ginl| et recA

Les génes de ménage (ginll et recA ) ains que le géne symbiotique (nodC) ont été

utilisés dans cette étude pour une analyse phylogénétéque plus robuste et fiables.

L'amplification par PCR des genes glInll et recA des 17 souches représentatives des
différents profils obtenus de la RAPD-PCR, ont donné des bandes unique d'environ 0.7 et 0.6
Kb, respectivement (Figure 21), A partir des séquences obtenues, des arbres phylogénétiques
ont été construits. En comparant les séquences obtenues avec ceux des souches types des
différentes especes de Bradyrhizobium. Les arbres phylogénétiques obtenues pour les genes
ginll et recA anaysés individuellement (Figure 22.23), ou en concaténation (Figure 24),
indiquent que toutes les souches isolées de L.angustifolius appartenant au genre
Bradyrhizobium, présentant une grande diversité phylogénétique entre eux, se distribuent en
04 groupes différents (1-11-111-1V). lls ont montré la méme configuration que I'ARN 16S avec

les mémes quatre clusters, mais avec une résolution plus élevée.
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Figure 21: Revélation sur gel d’agarose des produits d’amplification des génes ginll, recA.
Les puits allant de 1 a4 correspondent aux fragments du gene gInll, lespuitsde 5a8
correspondent aux fragmentsdu génerecA M : marqueur de poids moléculaire 100 pb.

L’arbre phylogénétique basé sur la concaténation des genes ginll et recA, montre que
le cluster 1V regroupe la majorité des souches 12 souches avec un pourcentage de 70.6%, qui
sont proches de B.canariense BTA-1T (Vinuesa et al., 2005) et B. lupini USDA3051" décrites
récemment (Piex et al., 2015). répartis en deux sous-groupes distincts : I'un proche de B.
canariense et |'autre proche de B. lupini. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus
récemment par Bourebaba (2016) et Msaddak 2017 montrant que les souches isolées de L.
micranthus sauvages d'Algérie / Espagne et la Tunisie appartiennent au genre Bradyr hizobium
avec deux espéeces dominantes B.lupini et B.canariense. Alors que nos résultats contrastaient

avec le rapport de Stgpkowski (2005.2011) qui montre que B.japonicum et B.canariense sont
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les espéces dominantes de Bradyrhizobium nodulant les lupins européens (L. angustifolius et
L. luteus). Contrairement a cela Dans cette étude, une seule souche appartient a B.japonicum

dansle groupe I11 & été trouvée.

Cluster Il définie par les souches LaM50 et LaO53 (11.8%) qui sont regroupé au
voisinage de B. rifense et B. cytisi. Ces espéces ont été isolées pour la premiére fois a partir de
Cytisus villosus poussant au Maroc et en Espagne (Chahboune et a.2011,2012), et auss
trouvées dans les nodule de L.micranthus sauvages d'Algérie / Espagne (Bourebaba et
al.,2016 ) mais les isolats LaM50 et LaO53 ont été groupés seulement avec celles isolés des
plantes d'Algérie mais pas avec celle isolés d'Espagne, qui soutient la suggestion d'un origine
géographiques spécifiques des souches de B. cytis (Bourebaba et al., 2016) . nos isolats
montrés des valeurs de similarité denviron 92,5%, 96,8% des genes recA et ginll,
respectivement, donc une valeur < 96% des séquences concaténées , entre LaM50 / B.rifense
et LaM50 / B.Cytisi. suggérant que les souches incluses dans ce Cluster pourrait représenter
une différentes lignées au sein du genre Bradyrhizobium. Une analyse génomique

supplémentaire est nécessaire pour confirmer ces résultats.

Les souches restantes constitué le cluster 1l comprenant seulement une souche
LaO54 qui est groupé avec B. japonicum USDA 6'. Les isolats de Bradyrhizobium de
Genisteae ont une affinité phylogénétique avec B. japonicum ( Barrera et al., 1997) et aussi
cette bactérie a été trouvée dans des nodules de L. angustifolius cultivés en Australie, en
Pologne, en Afrique du Sud et en Espagne (Trujillo et ., 2005).

Les deux autres souches LaM77 et LaT92 constitué le Cluster IV groupé avec
B.daizoefficiens USDA 110" isolée du soja (Glycine max) (Kaneko et al.2002). Aucun des
isolats de lupin apparentés a B.daizoefficiens n'avait été signalé précédemment. Cette espece
comprend plusieurs souches, la grande magjorité isolée du soja, nous montronsici qu'il peut
également étre trouve dans les nodules de la plante L. angustifolius de I'Algérie . Des études
antérieures ont montré que les Bradyr hizobium de lupinus étaient liées a des nombreux isolats
de soja dans les arbres phylogénétiques des génes de ménage (Barrera et al., 1997; Jarabo-
Lorenzo et al., 2003 ; Stpkowski et al., 2003 ; Stpkowski et al., 2018 ; Vinuesa et al., 2005).

Les résultats obtenus de |'anal yse de I'arbre phylogénétique des deux genes recA et
glnll en concaténation ont principal ement renforcé ceux déduits de |'analyse phylogénétique

des deux génes priseindividuellement et donnent les mémes résultats.
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Figure 22 : Arbre phylogénétique Neighbor-joining (NJ), basé sur l'alignement des séguences
partielles du géne ginll des souches isolées des nodules de L. angustifolius et despéces
phylogénétiquement apparentées au genre Bradyr hizobium. Les isolats sont indiqués en rouge, avec le
symbole noir . Les valeurs de bootstrap sont indiquées sous forme de pourcentages dérivés de 1.000
réplications. Les valeursinférieures & 70 ne sont pas affichées. Les numéros d'accession des séguences
du genes gInll sont indiqués entre parenthéses apres |es noms des souches. L'arbre est enraciné avec E
medicae A321" .T: |la souche type de |'espéce.
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Figure 23 : Arbre phylogénétique Neighbor-joining (NJ), basé sur I'alignement des séquences partielles du gene recA des
souches isolées des nodules de L.angustifolius et d'especes phylogénétiquement apparentées au genre Bradyrhizobium. Les
isolats sont indiqués en rouge, avec le symbole noir . Les valeurs de bootstrap sont indiquées sous forme de pourcentages
dérivés de 1.000 réplications. Les valeurs inférieures a 70 ne sont pas affichées. Les numéros d'accession des séquences du
génes recA sont indiqués entre parenthéses aprés les noms des souches. L'arbre est enraciné avec E medicae A321" T: la

souche type de I'espéce.
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Figure 24 : Arbre phylogénétique Neighbor-joining (NJ), basé sur I'alignement des séquences concaténées des
génes recA+ginll des souches isolées des nodules de L. angustifolius et d'espéces phylogénétiquement
apparentées au genre Bradyrhizobium. Les isolats sont indiqués en rougeet en gras . Les valeurs de bootstrap
sont indiquées sous forme de pourcentages dérivés de 1.000 réplications. Les valeurs inférieures a 70 ne sont pas
affichées. Les numéros d'accession des séquences des genes recA et ginll sont indiqués entre parenthéses aprés
les noms des souches. L'arbre est enraciné avec E medicae A321" .T: la souche type de |'espéce .

5.2.3 Séquencage et analyse phylogénétique de géne nodC
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Bien que les phylogénies basées sur les genes stables situés dans le chromosome
soient nécessaires pour établir une taxonomie évolutivement significative, dans le cas des
rhizobiums les études taxonomiques devraient inclure les genes symbiotiques tels ceux de la
nodulation et de la fixation d’azote. lls sont considérés comme de bons marqueurs de la
coévolution des rhizobiums avec leur plante hote (Alvarez Martinez, 2007), pour révéer leur
origine biogéographique (Aguilar et al., 2004) et ils permettent de mieux comprendre la
symbiose rhizobium-légumineuse.

Le géne nodC est responsable du processus de la nodulation chez toutes les bactéries
de la famille des Rhizobiaceae (Laguerre et al., 2001). Il code pour la protéine

Nacetylglucosamine transférase qui confere la spécificité a I’héte (Laguerre et al., 2001;

Iglesias et al., 2007; Rivas et al., 2007).
1 L 3 i

Figure 25: Réveélation sur gel d’agarose des produits d’amplification du géne nodC des
souchesisolées de L.angustifolius M : marqueur de poids moléculaire 100 pb.

=1

L amplification par PCR du gene symbiotique nodC a donné une bande unique d'environ 0.6
kb (Figure 25). L'analyse phylogénétique du gene symbiotique nodC des souches (LaO54
LaM77, Laml5 et LaO53) choisies en tant que représentant de chagque groupe correspondant
(I. 1. 1LIV). révéé que toutes les souches isolées de L.angustifolius, appartiennent au
groupe de Bradyrhizobium symbiovar genistearum (Figure 26) le symbiovar genistearum
décrit par Vinuesa et al., 2005, qui inclut la plupart des souches nodulant le lupin
précédemment décrites. De plus, de nombreuses souches nodulent un grand nombre de
plantes de la tribu Genisteae, telles que Retama, Cytisus, Chamaecytisus, Spartium en
Afrique, en Amérique et en Europe. Les genes nodC de UBMA197 et LmicZ3 se sont
également regroupés au sein du symbiovar genistearum (Figure 26) et l'identité entre les

80



Chapitrelll : Résultats et discussions

ségquences aminoacidiques de LaO54 et UBMA197 et LmicZ3 étaient de 90,8% et 90,3%,

respectivement.

Ces résultats indiquent que les souches de B. japonicum généralement appartiennent
dans le symbiovar glycinearum ont acquis le géne nodC du symbiovar génistearum. C'est plus
probable que plusieurs transferts horizontaux pourraient étre responsables de |'apparition de

B.japonicum nodulant plusieurs plantes de la tribu Genisteae.

Les phylogénies élaborées par les génes symbiotiques sont incongrues avec celles
basées sur les phylogénies du gene 16S de I’ARNr et des génes de ménage. Du fait qu’il
existe des groupements de souches appartenant au méme cluster selon la phylogénie des
genes sym et qui ont été classées comme des especes et méme des genres différents selon
I’analyse du gene 16S. Ce fait soutient I'hypothése du transfert horizontal des genes
symbiotiques d’une espéce a I’autre via le plasmide Sym (Uchiumi et al., 2004; Gogarten et
Townsend, 2005 ; Lloret et Martinez-Romero, 2005 ; Sgrensen et al., 2005 ; Bailly et al.,
2007), comme il a éé dga démontré dans le cas des symbiotes de Medicago (Bailly et al.,
2007), entre les souches indigenes du Brésil et B. japonicum dautres localisations
géographiques (Gomes-Barcellos et al., 2007) et aussi entre certaines souches de la Nouvelle
Zéande et les souches de M. loti isolées de Lotus corniculatus (Sullivan et al., 1995).
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Figure 26 : Arbre phylogénétique Neighbor-joining (NJ), basé sur I'alignement de séquence du gene
nodC des souches isolées des nodules de L. angustifolius et d'especes phylogénétiquement apparentées
au genre Bradyrhizobium. Les isolats sont indiqués en rouge et en gras, Les valeurs de bootstrap sont
indiquées sous forme de pourcentages dérivés de 1.000 réplications. Les valeurs inférieures a 70 ne
sont pas affichées. Les numéros d'accession des séquences du géne nodC sont indiqués entre
parenthéses aprés les noms des souches. L'arbre est enraciné avec A.caulinodans ORS571" .T: la
souche type de I'espece.

82



Conclusion et Perspectives




Conclusion et Per spectives

L’axe de notre recherche couvre I’étude de la biodiversité des populations naturelles
des bactéries symbiotiques du Lupinus angustifolius . provenant de la région Nord-Est
dAlgérie.

En effet, ce travail a permis d’atteindre les objectifs que nous sommes fixés au début,
a savoir la caractérisation phénotypique, génotypique et l'analyse selon une taxonomie
polyphasi que des endosymbiotes isolés des nodules de Lupinus angustifolius.

Dans cette recherche un total de 80 isolats issus des nodosités fraiches de Lupinus
angustifolius a été obtenu. Ces isolats ont été authentifiés par le test de nodulation sur leurs
plantes héte L. angustifolius, Les résultats analyses apres un mois de culture se sont révélés

positifs pour 64 isoltats qui sont capable de réinfecter leur plante héte.

les aspects morphologique et cultura des isolats sur les différents milieux de culture
répondent aux critéres des rhizobia connus dans la littérature et attribuent nos isolats a des
souches qui ont une croissance lente (7jours) et confirmer leur appartenance au genre

Bradyr hizobium.

L’analyse par PCR/RAPD a été adoptée comme un premier moyen de la
caractérisation génotypique et phylogéenétique des isolats , elle a été utilisée essentiellement
pour la différenciation des isolats au niveau souche. Les 64 isolats obtenues dans cette étude
ont été répartis en 17 profils différents dont chaque profils regroupe un nombre assez variable
de souches.

Le sequencage partiel du gene ribosomique 16S a permis d'affirmer |'appartenance des
17 isolats représentatifs des différents groupes obtenus a partir de PCR-RAPD au genre
Bradyrhizobium. Les résultats obtenus ont montré I’existence de 04 clusters différents parmi

les 17 souches de Bradyr hizobium étudiées.

L es sequences des génes de ménages ginll et recA ont permis de classer les 17 souches
de Bradyrhizobium dans les mémes 04 clusters précédemment identifiés avec I'ARNr 16S,
dont le cluster | est représenté par deux souches qu'ont été identifiées comme membres de
I’espece B. diazoefficiens. le Cluster 11 définie par deux souches qui présentaient des valeurs
de similarité < 95% avec B. cytisi et pourraient représenter de nouvelles espéces au sein du
genre Bradyrhizobium. pour le Cluster Il contient une seule souche appartient a
B. japonicum. et le dernier cluster IV regroupe la majorité des souches 12 souches qui sont
proches de B.canariense et B. lupini
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Les séquences de géne symbiotique nodC ont montré que toutes les souches
appartiennent au symbiovar genistearum.

Les résultats de la caractérisation phénotypique (physiologiques, nutritionnels et
biochimiques) a révélée une faible diversité entre les souches et les souches de références
étudiées.

Toutes les souches de Bradyrhizobium testées ont été capables de renoduler le
L.angustifolius mais incapables de former les nodules au niveau des racines de soja, ce qui

confirme leur biovariété genistearum.

Les différents résultats obtenus dans cette étude ouvrent d’intéressantes perspectives
comme données de base pour les travaux de recherches futures et pourraient également étre

exploités quant aleur application sur le terrain par :

* La diversification des sites de préévement des nodules de Lupinus en tenant compte de

toutes ses zones geographiques atravers I'Algérie .

* Des études similaires sur d’autres especes de Lupinus afin d’améliorer la production

fourragére.

*Cette caractérisation polyphasique doit étre accompagné d’une hybridation ADN/ADN ou
d’un séquencage total du géenome des isolats de Lupinus pour donner un nom a une (des)

nouvelle (s) espéces

*Enfin, il serait également souhaitable d’effectuer des essais a I’extérieur du laboratoire et
d’évaluer les potentialités des couples symbiotiques et leurs pouvoir adaptatif aux différents

environnements répondant ainsi aux objectifs du développement national et régional.

*L’établissement de stratégies d’améioration efficace de la symbiose par la production
d’inoculum de bonne qualité, c’est-a-dire I’étude de I’aptitude des souches sélectionnées a
survivre et a maintenir leur potentiel symbiotique durant le stockage de I’inoculum, pendant

I’inoculation au champ et durant |es années suivantes (besoin de rénoculation).

*1l serait de premiére nécessité d’apprécier les vraies performances symbiotiques et
adaptatives des souches étudiées par I’estimation de la fixation de I’azote (dosage), permettant

ainsi la sélection des souches les plus efficientes.
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Annexe | Analyse physico-chimique du sol

* Préparation des échantillons de sols pour analyse physico-chimique
L’échantillon destiné au laboratoire est soumis a différents traitements:

- réception - identification - séchage a I’air.

- réduction des mottes.

- tamisage (avec pesée du refus si nécessaire) sur tamis 2mm.

1- Analyse granulométrique:

-La granulométrie a été déterminée par la méthode internationale & la pipette de Robinson.

- Dans un bécher de 600 ml, mettre 15g de terre fine séchée et tamisée.

-Ajouter 50 ml de I’eau oxygénee (H20O,) a 20 volumes. Le H,0; est utilisé pour éliminer la
matiere organique.

-Recouvrir le bécher afin d’éviter les projections pendant la période de I’effervescence.
-Mettre le bécher sur un bain de sable dont |a température ne dépasse pas 85 a 90°C pendant
24h. Si une ebullition trop forte se manifestait, I’eau oxygénée se décompose tres rapidement.
Si la terre est humifere I’effervescence peut produire une mousse abondante risquant de
déborder, ce phénomene peut étre évité en ajoutant quelques gouttes d’alcool éthylique.

-A la fin défervescence, faucher pendant 2 h pour éliminer I’H,O, en excés et terminer par
10 min d’ébullition (on peut accélérer I’élimination de I’exceés d’eau oxygénée en ajoutant
quelques gouttes d’ammoniaque).

-S’assurer que toute I’eau oxygenée a disparu en versant quelques gouttes du liquide chaud
60°C dans une solution de permanganate de potassium, en présence d’eau oxygénée le
permanganate de potassium se décolore.

-Laisser refroidir puis transvaser a I’aide d’un jet de pissette dans un flacon de sédimentation
alarge ouverture et jaugé de 750 ml.

-Verser dans le flacon, 15 ml d’hexaméthaphosphate de sodium 50 g/l. Cette solution alcaline
a pour role de disperser les particules qui ont tendance a s’agglomérer.

- Compléter avec de I’eau déeminéralisée jusqu’au trait de jauge 750 ml.

- Agiter le flacon durant une heure sur un agitateur magnétique.

- Porter le flacon a proximité de la pipette de Robinson qui doit étre placée dans une piece a
température constante.
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*Préévement des argiles, des limons fins et des limons grossiers (particules a w 50
microns):

- Maintenir la température a 20°C, agiter immeédiatement par retournement répété de maniére
amettre en suspension toute laterre.

- Poser trés rapidement le flacon et laisser décompter pendant 46 secondes a 20°C.

- Au bout de 46 secondes et a 10cm de profondeur, Prélever 10ml de liquide.

- Transvaser les 10 ml préléves et I’eau de ringage de la pipette dans une capsule en verre
pyrex.

- Porter |a capsule dans une étuve a dessiccation a température 105°C

- Aprés évaporation totale, peser la capsule et son contenu sec.

- Par différence avec le poids de la capsule vide, déterminer e poids P1 de sédiment. (Argile
+ limons fins + limons grossiers + hexaméthaphosphate de sodium) contenu dans 10 ml de

suspension.

*Préévement du mélange des argiles et deslimonsfins (particulesa @ < 20 microns):

- Apres agitation et retournement du liquide, laisser déposer durant 4 min 48 seconds. Et de la
méme facon que précédemment, prélever 10 ml du liquide.

- Transvaser |e prélevement dans une capsule en verre pyrex.

- Faire évaporer puis peser la capsule.

Par différence avec le poids de la capsule vide, déterminer le poids P2 du sediment (Argile +

limon fin + hexaméthaphosphate de sodium) contenu dans 10 ml de suspension.

*Prélévement des argiles (particulesa @ < 2 microns):
- Agiter et laisser sedimenter 8h et effectuer le prélevement de 10 ml.
- Peser comme précédemment P3 (Argile + hexaméthaphosphate de sodium) dans 10 ml de

suspension.

*Prélevement de I’hexaméthaphosphate de sodium :

- Verser 15 ml d’ hexaméthaphosphate de sodium dans un flacon jaugé de 750 ml. Compl éter
le volume au trait de jauge avec de I’eau deminéralisée.

- Agiter puis faire un prélévement ala pipette Robinson comme précédemment.

- Transvaser |e préléevement dans une capsule en verre pyrex.

- Faire évaporer puis peser la capsule et son contenu sec Pa.
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- Déterminer comme précédemment le  poids correspondant a la surcharge en
hexaméthaphosphate de sodium contenu dans 10 ml de suspension.

- D’apres les pesées P;, P, P; et P, caculer les taux des Argiles, limons fins et limons
grossiers.

- Tamiser et peser les sables fins et sables grossiers, pour les sables grossiers utiliser un tamis

de 200 um et pour les sables fins un tamis de 50um.

2-Détermination de I’humidité résiduelle des échantillons de sols

- Peser 5 g de I'échantillon de sol tamisé a 2 mm dans une coupelle en aluminium
préal ablement taré.

- Placer I’ensemble a I’étuve a 105°C + 5°C jusqu’a masse constante pendant une nuit, soit
environ 15 heures suffit généralement.

- Puis peser I’ensemble.

- Déterminer I’humidité résiduelle (HR) de I’échantillon de sol préparé pour I’analyse en

pourcentage :

HR (%) = ((Mo-my) / mo)* 100

mg est la masse (en g) de la prise d’essai

m; est la masse de la prise d’essai aprés séchage

3-Mesuredu pH ( pHeau, PH kar)

Le pH fait partie d’une des plus importantes caractéristiques physico-chimiques des
sols, car la spéciation, et donc la mobilité et la biodisponibilité des éléments traces
métalliques sont liéesasavaeur. Le pH est défini par larelation :

pH =-loga[H"]
Les mesures de pHea € pHkc sont effectuées selon AFNOR (AFNOR X31-103/AFNOR
X31-104).

Principe
- La mesure du pH s’effectue sur une suspension de terre fine.
- Le pHea, mesure I’acidité réelle et prend en compte les ions HzO" libres dans la solution du

sol.
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- Le pHkca mesure I’acidité potentielle qui prend en compte les ions H3O. libres dans la

solution du sol et ceux déplacés par le KCI .

Mode opératoire

- Apres étalonnage du pH meétre (Sartorius) avec les solutions étalon apH =4 ; 7 et 10 Peser

- 10 g de sol sont mis en suspension dans 25 mL d'eau distillée / ou de chlorure de potassium
KCI (1 mol.L™) dans un bécher de 50 ml.

- Agiter pendant 1heure sur une plaque d’agitation

- Puis laissés au repos pendant 2heures

- Plonger I’électrode avec precaution dans le liquide surnageant et effectuer la mesure.

- Laisser lalecture se stabiliser durant plusieurs secondes.

Classification des sols en fonction du pH

Valeur du pH ( pHeau, PH kar) Qualification du sol
<ab Fortement acide
Entre5et 6 Franchement acide
Entre 6 et 6.6 Légerement acide
Entre6.6 et 7.4 Neutre

Entre7.4 et 7.8 Légerement acalin
>a7.8 Alcdin

4-Dosage du carbone et de la matiére organique

4-1 Letaux decarbone:

- Utiliser un sol finement broyé et passé au tamis (0.2 mm).

- Peser 0.25g de sol, introduire la prise dans un ballon pyrex avec réfrigérant ascendant,
ajouter 10 ml de solution de bichromate a 8% et 15 ml d’acide sulfurique H,SO, pure.

- Porter a ébullition douce pendant 5 min aprés la chute de la premiere goutte de
condensation.

- Laisser refroidir puis transvaser dans une fiole jaugée de 100 ml et gjuster le volume a
100ml avec de I’eau de ringcage du ballon.

- Homogénéisé le contenue de la fiole qui doit étre a une température de 20°C puis prélever
20 ml de celiquide.

- Mettre les 20 ml dans un bécher en verre ordinaire de 400ml et y gjouter :
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- 200 ml d’eau déminéralisée.

- 1.5g de fluorure de sodium (FNa) en poudre.

- 3 a4 gouttes de diphénylamine. (Indicateur coloré, qui vire au vert foncé lorsque
I'excés de bichromate est réduit).
- Placer le bécher sur un agitateur magnétique sur monté d’une burette graduée au 1/20 du
millilitre.
- Agiter puis titrer I’excés de bichromate avec une solution de MOHR a 0.2N (la couleur
passe du bleu foncé au bleu-vert).

- Soit X le volume (ml) de la solution de Mohr versée.

- Le témoin est réalisé avec ou sans sable calcimé. Soit Y le volume de solution de

MOHR versée. Le taux de carbone de I’échantillon est calculé par la formule suivante :

C%= (Y-X) x 0.615 x (5 x 100) / p
P: poids de la prise d’essali.

4-2 Letaux dela matiéreorganique (MO%)

Connaissant e taux de carbone, le taux de matiere organique est calculé par laformule :

MO% = C% x 1.72

I nterprétation

Taux de matiére organique (%) Terre

<1 Trés pauvre
132 pauvre

2a4 moyenne
>4 riche

5-Dosage de |'azote total (N) (Méthode de KJIELDAHL)

- Transférer une masse connue d’échantillon seche a I’air (entre 0.2 g et 1 g) dans un réacteur
de minéralisation.

- Ajouter 4 ml d’acide salycilique/acide sulfurique et agiter jusqu’a ce que la solution d’acide
soit bien mélangée au sol.

- Laisser reposer quelgues heures (ou pendant la nuit).
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- Ajouter 0.5 g de thiosulfate de sodium pentahydraté a I’aide d’un entonnoir dont la tige

descend dans la partie bombée du matras.

- Chauffer le mélange avec précaution sur le dispositif de minéralisation jusqu’a ce qu’il n’y
ait plus de mousse.

- Refroidir le réacteur, gjouter 1.1 g du catalyseur de minéralisation et chauffer le mélange
réactionnel jusqu’a ce qu’il devienne clair.

- Pour cela, porter doucement a ébullition le mélange pendant un maximum de 5 h (en
géneérale, 2 h) de facon que I’acide sulfurique se condense approximativement a 1/3 du col du
réacteur.

- S’assurer que la température de la solution ne dépasse pas 400 °C.

- Lorsque la minéralisation est terminée, laisser refroidir le réacteur et gouter lentement et
sous agitation 20 ml d’eau déminéralisée.

- Agiter le réacteur afin d’amener tout produit insoluble dans I’appareil de distillation.

- Rincer trois fois a I’eau pour achever le transfert.

- Ajouter 5 ml d’acide borique dans une fiole de 100 ml et placer celle-ci en sortie du
condenseur, de maniére a ce que son extréemité plonge dans la solution.

- Ajouter 20 ml d’hydroxyde de sodium dans I’entonnoir de I’appareillage et laisser couler
doucement dans |e ballon de distillation.

- Distiller environ 40 ml de distillat, rincer I’extrémité du condenseur, ajouter quelques

gouttes d’indicateur coloré au distillat et titrer avec I’acide sulfurique jusqu’a virage au violet.

Expression desrésultats
Lateneur en azote Kjeldahl (N) est exprimée en milligrammes par gramme de matiéres seches
et est donnée par I’équation (1) : H,O

(Vl == Vz) X C(H+) X 14‘

N = - x (100 + wH,0)/100

AN

ou

V est le volume, en millilitres, d’acide sulfurique utilisé pour le dosage de I’échantillon.

V, est le volume, en millilitres, d’acide sulfurique utilisé dans I’essai a blanc ; m est la masse,
en grammes, de I’échantillon de sol séché a I’air .

C(H") est la concentration en H+ de [Iacide sulfurique utilis¢ dans I’essai
(si H,SO, 0.01 M, ¢(H") =0.02M ).

14 est la masse molaire de I’azote.

wH>0 est la teneur en eau, exprimee en pourcentage en masse, de I’échantillon.
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Annexell Milieux de culture et solutions utilisés

1- Milieux de culture bactérienne

Milieu liquide YMB (Y east Mannitol Broth, Vincent, 1970)

Mannitol 10.0g
KoHPO, 05049
MgSO, 7H,0 0.20g
NaCl 0.10g
Extrait de levure 0.50g
H.,O distillée 1.0litre

LepH est gusté a6.8, Le milieu est stérilisé par autoclavage pendant 20 minutes a120°C

Milieu gélosé YMA (Yeast Mannitol Agar, Vincent, 1970)

YMB 1.0litre
Agar 159

LepH est qusté a6.8, Le milieu est stérilisé par autoclavage pendant 20 minutes a 120°C

Milieu YMA au rouge Congo (YMA+RC) (Vincent, 1970)

YMA 990ml
Solution stock de Rouge Congo’ 10 ml
* (0.25¢g de Rouge Congo dissous dans 100 ml d’eau distillée)

LepH est qusté a6.8, Le milieu est stérilisé par autoclavage pendant 20 minutes a 120°C

Mlieu de culture TYA (Beringer, 1974)

Tryptone 5.009
Extrait de levure 3.00g
CaCl,H,0 0.87¢g
Agar 159

Le pH est gqusté 26.8, Le milieu est stérilisé par autoclavage pendant 20 minutes a 120°C
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Milieu YMA au Bleu de bromothymol (YMA+BTB) (Vincent, 1970)

YMA 900ml
Solution stock de BTB” 10 ml

* (0.5 g de BTB dissous dans 100 ml d’éthanol)

LepH est qusté a6.8, Le milieu est stérilisé par autoclavage pendant 20 minutes a 120°C

2-L es solutions utilisées

Solution de culture des plantes (Solution nutritive de Fahraeus, Vincent, 1970)

CaCl, 0.100 g
MgSO, 7H,0 0.120¢g
Ko HPO, 0.100 g
Na,HPO4 2H,0 0.150 g
Citrate ferrique 0.005g
Solution stock des oligoél éments* 10 ml

Solution stock des oligoélémentsen g/l

H3BO; 286 g
MnSO, 4H,0 203 g
ZnS0O, 7TH,0 022 ¢
CuS0O,4 5H,0 0.08 g
NaMo00O,. 2H,0 014 ¢

LepH est gusté a6.8, Le milieu est stérilisé par autoclavage pendant 20 minutes a 120°C

Solution de chlorure de mercure acidifié

La composition chimique de cette solution en g/1 d’eau distillée est :
HgCl, 1.00g
HCl 1IN 5mi
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Annexelll Résultatsdestestsphénotypiques

1- La croissance des souches éudiées et les souches de références sous différents pH

(moyenne des DO)
pH

Souche pH4 pH5 pH6.8 pH7 pHS8 pH9

LaO1 0.125 0.147 0.356 0.321 | 0.015 | 0.06

LaO10 0.125 0.214 0.414 0.147 | 0.102 | 0.034
LaM15 0.224 0.154 0.356 0.058 | 0.147 | 0.012
LaO17 0.136 0.215 0.258 0.059 | 0.025 | 0.036
LaT21 0.118 0.142 0.324 0.226 | 0.064 | 0.04
LaT23 0.130 0.315 0.447 0.114 | 0.124 | 0.055
LaT28 0.251 0.198 0.256 0.098 | 0.085 | 0.036
LaM34 0.235 0.258 0.325 0.088 | 0.014 | 0.014
LaM35 0.153 0.354 0.536 0.057 | 0.145 | 0.052
LaT4l 0.225 0.247 0.423 0.045 | 0.067 | 0.058
LaT46 0.114 0.359 0.325 0.124 | 0.114 | 0.024
LaM50 0.151 0.214 0.452 0.025 | 0.025 | 0.024
LaO53 0.214 0.369 0.421 0.147 | 0.158 | 0.015
LaO54 0.147 0.312 0.365 0.035 | 0.123 | 0.019
LaM58 0.214 0.319 0.512 0.124 | 0.025 | 0.010
LaM77 0.319 0.213 0.326 0.045 | 0.042 | 0.035
Lar92 0.415 0.101 0.258 0.123 | 0.123 | 0.017
B.canariense BTA-1 0.210 0.145 0.369 0.036 | 0.075 | 0.026
B.cytis CTAW11 0.148 0.157 0.425 0.134 | 0.142 | 0.061
B.rifens CTAW71 0.258 0.220 0.315 0.121 | 0.132 | 0.045
B.japonicum USDAG6 0.157 0.321 0.475 0.065 | 0.142 | 0.032
B.diazoefficiens USDA 110 0.125 0.253 0.394 0.031 | 0.231 | 0.012
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2- La croissance des souches étudiées et les souches de références sous différentes

Concentrations de NaCl (moyenne des DO)

NaCl
Souche 0.25% 0.5% 1% 1.5% 2%
LaO1 0.125 0.014 0.024 0.011 0.023
LaO10 0.024 0.025 0.015 0.047 0.010
LaM15 0.036 0.042 0.051 0.089 0.048
LaO17 0.025 0.034 0.025 0.023 0.058
LaT21 0.128 0.023 0.014 0.045 0.058
LaT23 0.125 0.018 0.058 0.036 0.065
LaT28 0.020 0.035 0.020 0.014 0.059
LaM34 0.045 0.123 0.024 0.052 0.047
LaM35 0.036 0.025 0.058 0.064 0.020
LaT4l 0.038 0.017 0.042 0.024 0.075
LaT46 0.031 0.032 0.025 0.036 0.024
LaM50 0.015 0.019 0.014 0.033 0.021
LaO53 0.051 0.147 0.058 0.020 0.042
LaO54 0.114 0.025 0.087 0.012 0.056
LaM58 0.051 0.015 0.012 0.020 0.054
LaM77 0.064 0.018 0.025 0.012 0.015
LaT92 0.118 0.018 0.024 0.014 0.050
B.canariense BTA-1 0.038 0.034 0.041 0.015 0.035
B.cytis CTAW11 0.153 0.019 0.036 0.014 0.014
B.rifens CTAW71 0.125 0.123 0.014 0.025 0.023
B.japonicum USDA6 0.153 0.014 0.040 0.035 0.032
B.diazoefficiens USDA 110 0.139 0.147 0.024 0.031 0.029
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3- La croissance des souches étudiées et les souches de références sous différentes
Températures (moyennedes DO)

Température

Souche 4°C | 20°C | 26°C | 28°C | 30°C | 32°C 34°C | 37°C
LaO1 0.025| 0.315 | 0.224 | 0.326 | 0.526 | 0.165 | 0.089 | 0.051
LaO10 0.024 | 0.198 | 0.214 | 0.447 | 0.547 | 0.168 | 0.075 | 0.026
LaM15 0.036 | 0.258 | 0.200 | 0.558 | 0.415 | 0.047 | 0.033 | 0.025
LaO17 0.030 | 0.354 | 0.302 | 0.459 | 0.348 | 0.135 | 0.120 | 0.014
LaT21 0.051 | 0.215 | 0.228 | 0.326 | 0.661 | 0.202 | 0.102 | 0.058
LaT23 0.025| 0.142 | 0.135 | 0.414 | 0414 | 0.259 | 0.120 | 0.059
LaT28 0.020 | 0.123 | 0.220 | 0.498 | 0.558 | 0.056 | 0.089 | 0.084
LaM34 0.021 | 0.258 | 0.324 | 0.588 | 0.335 | 0.354 | 0.023 | 0.015
LaM35 0.017| 0354 | 0.315 | 0.257 | 0.245 | 0.115 | 0.045 | 0.051
LaT4l 0.021 | 0.214 | 0.214 | 0.345 | 0.265 | 0.250 | 0.036 | 0.025
LaT46 0.031| 0.147 | 0.335 | 0.224 | 0.658 | 0.285 | 0.014 | 0.014
LaM50 0.015| 0.214 | 0.235 | 0.425 | 0458 | 0.359 | 0.052 | 0.058
LaO53 0.051 | 0.319 | 0.324 | 0.347 | 0.342 | 0.014 | 0.064 | 0.023
LaO54 0.014 | 0.213 | 0.377 | 0.335 | 0459 | 0.015 | 0.024 | 0.035
LaM58 0.051 | 0.359 | 0.283 | 0.224 | 0.247 | 0.210 | 0.036 | 0.047
LaM77 0.064 | 0.214 | 0425 | 0.445 | 0.420 | 0.048 | 0.125 | 0.058
LaT92 0.018 | 0.154 | 0.394 | 0.523 | 0.375 | 0.258 | 0.012 | 0.042
B.canariense BTA-1 0.038 | 0.369 | 0.261 | 0.436 | 0.324 | 0.158 | 0.214 | 0.025
B.cytis CTAW11 0.053| 0.312 | 0.124 | 0.734 | 0.221 | 0.165 | 0.123 | 0.036
B.rifenscTtawri 0.025| 0.110 | 0.245 | 0421 | 0.399 | 0.135 | 0.025 | 0.014
B.japonicum USDA6 0.053 | 0.234 | 0.398 | 0.365 | 0.445 | 0.202 | 0.210 | 0.015
B.diazoefficiens USDA 110 0.039 | 0.147 | 0.265 | 0431 | 0.387 | 0.259 | 0.201 | 0.078
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4-L 'assimilation des différentes sources d'azote par les souches étudiées et les souches

deréférences ( moyennedes DO nm).

Acide L- L- L- acide acide o _ _
aminé So glycine | proline | glutamique | aspartique Histidine | Tryptophane | Cysteine,| Lysine
LaO1 0017 | 0214 | 0024 0126 | 0215 0.365 0101 | 0524
La010 0021 | 0147 | 0014 0147 | 0147 0.068 0126 | 0.336
LaM15 0031 | 0258 | 0.100 0058 | 0215 0.247 0035 | 0.041
LaO17 0.064 | 0354 | 0.102 0059 | 0148 0.235 0.047 | 0.030
LaT21 0053 | 0014 | 0.028 0226 | 0.061 0.022 0.058 | 0.147
LaT23 0039 | 0154 | 0.035 0114 | 0214 0.159 0059 | 0314
LaT28 0020 | 0215 | 0.220 0008 | 0258 0.356 0126 | 0.236
LaV34 0021 | 0142 | 0.124 0088 | 0235 0.154 0014 | 0.287
LaM35 0053 | 0123 | 0.115 0057 | 0145 0.215 0015 | 0.115
LaT4l 0025 | 0247 | 0114 0045 | 0065 0.050 0.078 | 0.466
LaT46 0014 | 0315 | 0.035 0124 | 0258 0.185 0.084 | 0.043
LaM50 0101 | 0198 | 0.135 0025 | 0358 0.359 0025 | 0.353
LaO53 0145 | 0258 | 0.024 0147 | 0342 0.214 0.036 | 0.239
LaO54 0025 | 0354 | 0.077 0035 | 0.259 0.415 0125 | 0.220
LaV58 0024 | 0319 | 0.083 0124 | 0247 0.210 0114 | 0.045
LaM77 0036 | 0213 | 0.025 0045 | 0420 0.148 0015 | 0.288
LaTo2 0018 | 0359 | 0.194 0123 | 0375 0.258 0051 | 0.218
:'T‘f“l‘a”ense 0.030 | 0214 | 0.061 0036 | 0324 0.358 0025 | 0.267
B.oytis cTAwil | 0.051 | 0157 | 0.124 0134 | 0321 0.365 0114 | 0.436
BrifenscTawzs | 0.025 | 0369 | 0.145 0121 | 0299 0.222 0.058 | 0.325
BJaponicum 0014 | 0312 | 0.198 0065 | 0.345 0.120 0142 | 0.214
USDAG
B.diazoefficiens | 051 | 0110 | 0.165 0031 | 0210 0.314 0123 | 0.625

USDA 110




Annexes

5-L'assimilation des différents substrats carbonés par les souches étudiées et les souches de r éférences ( moyenne des DO nm)

Acideaminé L- D- D- D- D- D- L- D- _ D- D
Souche Arabinose | Cellobiose | Fructose | Galactose | Glucose Lactose Mannose | Rhamnose | Ribose Mannitol | - Saccharose Raffinose | Xylose
LaOl 0.243 0.030 0.224 0.101 0.136 0.025 0.258 0.024 0.321 0.633 0.023 0.015 0.047
LaO10 0.245 0.022 0.014 0.100 0.258 0.035 0.126 0.036 0.245 0.514 0.014 0.026 0.235
LaM15 0.436 0.041 0.100 0.124 0.368 0.036 0.358 0.118 0.359 0.645 0.025 0.147 0.045
LaO17 0.123 0.055 0.102 0.135 0.351 0.047 0.042 0.130 0.214 0.612 0.015 0.058 0.065
LaT21 0.213 0.026 0.128 0.298 0.421 0.118 0.259 0.247 0.157 0.415 0.026 0.059 0.258
LaT23 0.174 0.033 0.035 0.200 0.214 0.036 0.247 0.114 0.369 0.210 0.047 0.026 0.065
LaT28 0.435 0.017 0.220 0.104 0.258 0.095 0.015 0.336 0.215 0.488 0.058 0.114 0.214
LaM34 0.376 0.021 0.037 0.230 0.365 0.024 0.198 0.287 0.147 0.378 0.059 0.056 0.147
LaM35 0.139 0.031 0.043 0.512 0.268 0.058 0.258 0.015 0.215 0.315 0.026 0.032 0.258
LaT4l 0.089 0.064 0.054 0.345 0.247 0.056 0.014 0.366 0.148 0.478 0.014 0.021 0.054
LaT46 0.376 0.052 0.062 0.621 0.235 0.032 0.351 0.143 0.361 0.544 0.025 0.124 0.255
LaM50 0.288 0.017 0.354 0.245 0.102 0.021 0.182 0.053 0.045 0.321 0.078 0.052 0.156
LaO53 0.198 0.099 0.319 0.354 0.099 0.124 0.059 0.239 0.053 0.299 0.084 0.091 0.327
LaO54 0.226 0.024 0.213 0.432 0.210 0.052 0.356 0.220 0.124 0.345 0.025 0.055 0.256
Lam58 0.013 0.017 0.013 0.321 0.314 0.065 0.214 0.221 0.215 0.477 0.036 0.021 0.148
LaM77 0.584 0.047 0.278 0.420 0.420 0.150 0.158 0.188 0.214 0.602 0.025 0.020 0.258
LaT92 0.261 0.019 0.194 0.368 0.375 0.185 0.053 0.018 0.235 0.389 0.014 0.046 0.358
B.canariense BTA-1 0.213 0.055 0.061 0.235 0.324 0.025 0.214 0.167 0.235 0.420 0.015 0.091 0.365
B.cytis CTAW11 0.145 0.051 0.312 0.234 0.098 0.013 0.154 0.236 0.024 0.317 0.051 0.084 0.256
B.rifens CTAW71 0.314 0.055 0.110 0.521 0.097 0.057 0.215 0.225 0.013 0.422 0.025 0.025 0.047
B.japonicum USDA6 0.388 0.021 0.054 0.365 0.241 0.120 0.142 0114 0.214 0.423 0.014 0.036 0.236
B.diazoefficiensUsDA10 |  0.270 0.020 0.036 0.231 0.354 0.222 0.123 0.125 0.285 0.384 0.058 0.025 0.358
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From a total of 80 bacterial strains isolated from root nodules of Lupinus angustifolius grown wild in
the North-Eastern Algerian region of El Tarf, 64 plant host-nodulating strains clustered into 17 random
amplified polymorphic DNA (RAPD) fingerprinting groups. The nearly complete 16S rRNA gene sequence

Accepted 25 January 2019 from the representative strain of each group revealed they were closely related to members of the genus

Bradyrhizobium of the Alphaproteobacteria, but their affiliation at the species level was not clear. Sequenc-
g:y;"‘;;q;: bi ing of the housekeeping genes ginil and recA, and their concatenated phylogenetic analysis, showed that
Lu(;iri,usl obum 12 strains belong to B. lupini, other 2 strains affiliated with B. diazoefficiens and that 1 strain was closely

related to B. japonicum. The remaining two strains showed similarity values <95% with B. cytisi and could
represent new lineages within the genus Bradyrhizobium. Sequencing of the symbiotic nodC gene from 4
selected bradyrhizobial strains showed they were all similar to those of the species included in symbiovar

Bacterial diversity
Housekeeping genes
Symbiotic genes

Phylogenetic tree genistearum.

© 2019 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Introduction

Within the Genisteae tribe of the Fabaceae, the genus Lupi-
nus comprises around 275 species, most of them from diversity
centers in Southern and Western North America, the Andean
areas of South America in the New World and only 15 species
native to the Mediterranean regions and Africa in the old World
[1,2,17,24]. Legumes are well-known because of their ability to
establish symbiotic associations with soil bacteria, collectively
known as rhizobia, that fix atmospheric dinitrogen (N,) within
the nodules formed in the roots, and occasionally on the stems,
of the plants. Lupinus species are nodulated predominantly by
slow-growing rhizobia classified within the genus Bradyrhizobium,
including B. japonicum, B. lupini, B. canariense and B. elkanii species
[30,36,37,41]. Also, fast growing bacteria have been isolated from
Lupinus, among them Ochrobactrum lupini from L. honoratus [38]
and different strains of Microvirga from L. texensis 3] and L. micran-
thus [27,28].

* Corresponding author at: Department of Soil Microbiology and Symbiotic Sys-
tems, Estacion Experimental del Zaidin, CSIC P.O. Box 419. 18080-Granada, Spain.
E-mail address: ach@ugr.es (A. Castellano-Hinojosa).

https://doi.org/10.1016/j.syapm.2019.01.003
0723-2020/© 2019 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Lupines are of great economical interest because their seeds
have a high protein and lipid content [6]; in addition, they can
contain quinolizidine alkaloids on which lupines rely for chemical
defense against herbivores and microorganisms, and for competi-
tion with other plants [11,22,29,45]. They have a deep, wide root
system which allows the plants to thrive in soils holding little
water and nutrients, which together with their N,-fixing capacity
enable them to be used for cover crops and pasture improvement,
green manure, soil stabilization and recovery of degraded soils [18].
Lupines are adapted to a range of highly divergent climatic and
environmental conditions. With the exception of L. mariae-josephae
[14], which is nodulated by B. valentinum [13], they rarely develop
in calcareous alkaline soils with a pH higher than 6.8 [15], grow well
in poor nutrient soils, are tolerant to dry conditions, salt excess, and
heavy metal contamination [26,40]. Native lupine species from the
Old World have traditionally been grouped into smooth-seeded and
rough-seeded species [1,2], of which the smooth-seeded L. angusti-
folius, L. albus and L. luteus are the most abundant [15] and thrive in
areas surrounding the Mediterranean Basin and Africa [2,5,12,17].
The Mediterranean climate is often characterized by irregular rain-
fall distribution and hot dry summers. In this region, most soils
(about 25 million ha) are eroded and shallow, with low organic
matter content, in some cases lower than the desertification index
(<17 g organic matter kg=1) [20,39].

https://doi.org/10.1016/j.syapm.2019.01.003
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Table 1 Nanodrop spectrophotometer (NanoDrop ND1000, Thermo Fisher
Physicochemical properties of the soils. Scientific, USA)
Character Site Random amplified polymorphic DNA (RAPD)-polymerase chain
. . . ,
Lake Mellah Lake Oubéira Lake Tonga reactions (RAPD-PCR) were pe_rformed. using primer M13 (5'-
- - - . . GAGGGTGGCGGTTCT-3’) according to Rivas et al. [33]. The DNA
GPS coordinates 36°5406.4'N 36°5021.4'N 36°52'52.7°N bands present in each electrophoretic lane were coded for input
82° 02'8.9"E 8°25'38.8"E 8°3124.4"E . database includi 1l th . died. and &'s simi
Texture Sandy-loam Sandy Silty-clay mtp adata ase including a the strains studied, an Jaccar s simi-
87% sand 95% sand 10% sand larity coefficient was calculated to construct the distance matrix
3% silt 1% silt 45% silt from which a dendrogram was built using the unweighted pair
y é%%éday g%é?ay ‘5‘557;133’ group with arithmetic mean (UPGMA) using the Quantity One
PHwater . . . . . .
Organic matter (%) 258 210 187 software (Bio Rfld). PCR ampllﬁcatloqs of 16S rRNA gene frag-
Carbon (%) 1.29 0.87 0.75 ments were carried out by using the primers 27F, 1522R and 800R
Nitrogen (%) 0.14 0.08 0.09 [34]. The primer pairs gInll 12F and gInll 689R and recA 41F and

L. angutifolius, common names narrow leaf lupine and blue
lupine, grows wild under those conditions in the wetlands of
the coastal plain in the Northeast region of El Tarf in Algeria. In
this country, like in others around the Mediterranean Basin, blue
lupins are of great interest in sustainable agriculture; they are also
increasingly employed in both human and animal nutrition and
for medicinal and cosmetic purposes [46]. However, data on the
bacterial species that can be found in nodules of wild-grown L.
angutifolius have not been reported. Therefore, the primary objec-
tive of this research was to identify the rhizobial symbionts within
nodules of L. angustifolius plants growing in the Northeast area of
the Algerian Tarf region. Sequence analysis of the housekeeping
genes 16S rRNA, ginll and recA showed that the isolates belonged
to B. lupini, B. cytisi, B. japonicum and B. diazoefficiens. PCR ampli-
fication was used to look for the symbiotic gene nodC, and it was
studied by sequencing and phylogenies.

Materials and methods

Sampling sites, isolation of bacteria from nodules and culture
conditions

Nodules were collected from roots of healthy L. angustifolius
plants growing wild in the vicinity of lakes Tonga, Oubéira and Mel-
lah (12 plants/location) (supplementary Fig. S1). The lakes make
part of a complex of wetlands located on the coastal plain near the
town of El Kala (36°53'N; 8°29’E) in El Kala National Park in the
North Eastern region of El Tarf (Algeria). Location of the sampling
sites is shown in Fig. S1, and the main physicochemical properties
of the soils are indicated in Table 1.

Nodules were surface-sterilized with 0.25% HgCl, for 5min,
rinsed thoroughly with sterile distilled water, placed indepen-
dently in Petri dishes and, finally, crushed in a drop of sterile water
with a sterile glass rod. The resulting suspension was streaked onto
Petri dishes containing solid yeast extract-mannitol (YEM) medium
[42] supplemented with 0.025 g Congo Red/L and incubated at 30°C
for 12 d. After incubation, the colony-forming units (CFUs), which
represented all of the colony types that could be distinguished
by microscopic observation, were chosen. After identification, rhi-
zobial strains used in this study were routinely grown on YEM
medium.

DNA isolation and PCR amplifications

Essentially, bacterial genomic DNA was isolated after growth of
the cells in liquid YEM medium, collected by centrifugation in a
microfuge and extracted by addition of 200 .l 0.05M NaOH and
heating at 100°C for 4 min. Then, 200 pL Tris-HCI (pH 8.0) was
added and the mixture centrifuged at 13000 rpm for 3 min. Finally,
the supernatant containing the DNA was recovered and kept at
—20°C until use. The quantity of DNA was determined using a

recA 640R were used for amplification of the ginIl and recA genes,
respectively [43]. The primers nodCF and nodCI were used for
amplification and sequencing of the nodC gene [25]. Amplifica-
tion products were purified with the GeneJET PCR purification kit
(Thermo Fisher Scientific), verified by electrophoresis in agarose
gels and subjected to cycle sequencing using the same primers as
for PCR amplification, with ABI Prism dye chemistry. The products
were analyzed with a 3130 x 1 automatic sequencer at the sequenc-
ing facilities of Estaciéon Experimental del Zaidin, CSIC, Granada,
Spain. All the obtained sequences were compared with those from
GenBank using the BLASTN program (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/blast) and the EzBiocloud Database (https://www.ezbiocloud.
net/) [47], and aligned using the Geneious software (Biomatters
Ltd., Auckland, New Zealand). Distances were calculated accord-
ing to Kimura’s two-parameter model [21]. Neighbour-joining [35]
and maximum likelihood [16] phylogenetic reconstructions gave
similar results, therefore only maximum likelihood phylograms
are presented. MEGA 7.0 was used for all the phylogenetic anal-
yses [23]. Identity values were calculated by pairwise analysis and
gaps were not considered. Accession numbers of the nucleotide
sequences used in this study are shown in the figure trees.

Nodulation tests

The isolates were tested for nodulation on L. angustifolius and
soybean (Glycine max L. Merr., cv. Williams). Seeds of L. angusti-
folius were surface-sterilised by immersion in 95% ethanol (v/v)
for 105, scarified using 98% sulfuric acid for 3 min, washed several
times with sterile water and left in water for 1h. Soybean seeds
were surface-sterilized by adding 96% ethanol (v/v) for 30s, Hy0,
15% (v/v) for 8 min, and finally washed with sterile water. Finally,
the seeds were placed on Petri dishes containing 1% agar-water and
allowed to germinate in the dark at 30 °C for 2-4 d. Seedlings were
transferred to 500 ml flasks containing the N-free Fahraeus nutri-
ent solution [42] supplemented with 1% (w/v) CaCO3 and closed
with 2-hole-perforated plastic caps, one for inserting the sprout
rootlet and the other for inoculation of the seedlings, as previously
described [32]. Two days old seedlings were inoculated indepen-
dently with 1 mL of bradyrhizobial suspensions (~108 cells mL~1)
and kept at room temperature for 6-8 weeks under a 16.0/8.0h
light/dark photoperiod. Non-inoculated plants were used as a con-
trol. Indirect effectiveness of the nodules for nitrogen fixation was
estimated by visual assay of red leghemoglobin presence in cross-
sections and by the dark green intensity of the leaves compared to
uninoculated control plants.

Results
16S rRNA, glnll, recA and nodC phylogenetic analyses

A total of 80 bacterial strains were isolated from root nodules
of wild-grown L. angustifolius. Strains were named La, represent-
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Fig. 1. ML phylogenetic tree based on concatenated partial recA +ginll sequences of strains from nodules of wild-grown L. angustifolius and phylogenetically related species
within the genus Bradyrhizobium. The analysis was based on 870 nucleotides. Isolates are denoted in bold. Bootstrap values are indicated as percentages derived from 1000
replications. Values lower than 70 are not shown. Bar, 2 nucleotides substitution per 100 nucleotides. The tree is rooted with Ensifer medicae A3217.

ing L. angustifolius followed by the letters either M, T or O for the
strains isolated from lakes Mellah, Tonga or Oubéira, respectively.
Out of the 80 isolates, only 64 formed effective nodules when used
to inoculate L. angustifolius, the original host plant from which they
were isolated; further characterization of the remaining 16 strains
was not pursued in this study. After RAPD-PCR fingerprinting, the
64 isolates were represented by 17 different profiles at 80% sim-
ilarity (Table 2). The nearly complete sequence of the 16S rRNA
gene from a representative strain of each RAPD group showed that
all of them were members of the genus Bradyrhizobium within the
family Bradyrhizobiaceae of the Alphaproteobacteria. The phyloge-
netic tree (supplementary Fig. S2) inferred from the 16S rRNA gene
sequences revealed that the strains LaT92 and LaM77 showed 99.5
and 99.4% identity with B. diazoefficiens USDA 1107, respectively,
the strains LaM50 and La0O53 had 99.6 and 99.4% identity with B.
cytisi CTAW117/B. rifense CTAW71T, respectively, the strain LaM54
shared 99.9% identity with B. dagingense CCBAU 157747, and that
the remaining 12 strains, LaO1, La010, LaO17, LaT21, LaT23, LaT28,
LaT41, LaT46, LaM15, LaM34, LaM35 and LaM58 showed identity
values higher than 99.5% with B. lupini USDA 3051T. PCR ampli-

fication of the ginll and recA genes yielded single DNA bands of
approximately 0.7 and 0.6 kb that were sequenced, respectively.
A concatenated phylogenetic tree based on the obtained recA and
glnll sequences (Fig. 1) revealed that strains LaO1, LaO10, LaM15,
LaO17, LaT21, LaT23, LaT28, LaM34, LaM35, LaT41, LaT46 and
LaM58 grouped with B. lupini USDA 30517 with identity values
higher than 98.2%, that strains LaM50 and La053 affiliated with
the B. cytisi CTAW11T lineage with which they shared 94.9% iden-
tity values, that LaO54 was closely related to B. japonicum USDA
6" with 98.2% identity, and that strains LaM77 and LaT92 clustered
with B. diazoefficiens USDA 110T with 97.0% identity. Phylogenetic
trees based on individual glnll (supplementary Fig. S3) and recA
sequences (supplementary Fig. S4) gave similar results to those
obtained for the concatenated tree, with no further insights into the
affiliation of the isolates. Utilization of the primer pair nodCF/nodCI
resulted in amplification (approximately 0.6 kb) of the nodC gene
from strains LaM15, LaO53, LaO54 and LaM77 that were chosen
as the representative strains for each of the corresponding clus-
ters they were grouped. A phylogenetic tree (Fig. 2) showing the
relationship between the nodC genes from those strains and other
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Fig. 2. ML phylogenetic tree based on nodC sequences of strains from nodules of wild-grown L. angustifolius and phylogenetically related species within the genus Bradyrhi-
zobium. Bradyrhizobium symbiovars are also shown. The analysis was based on 580 nucleotides. Isolates are denoted in bold. Bootstrap values are indicated as percentages
derived from 1000 replications. Values lower than 70 are not shown. Bar, 1 nucleotide substitution per 100 nucleotides. The tree is rooted with Azorhizobium caulinodans

ORS571T.

Table 2

Identification of bradyrhizobial strains from root nodules of wild-grown L. angusti-
folius. Strains in bold were chosen as the representative strains of each RAPD-PCR
group.

Strain RAPD-PCR Closest relative
pattern genus on basis of

16S rRNA gene
LaO1, LaO74 [ Bradyrhizobium
La010, LaO11, La049, LaO12 Il Bradyrhizobium
LaM15, LaO19 11 Bradyrhizobium
LaO17, LaM48, LaO51 I\Y% Bradyrhizobium
LaT21, LaO16, LaM2 \% Bradyrhizobium
LaT23, LaT40, LaT47, LaT22, LaT20 VI Bradyrhizobium
LaT28, LaT71, LaT99, LaT27 VII Bradyrhizobium
LaM34, LaM8, LaT18, LaM32 VIII Bradyrhizobium
LaM35, LaM45, LaM13, LaM3 IX Bradyrhizobium
LaT41, LaT26, LaM63, LaM69 X Bradyrhizobium
LaT46, La029, LaM43, LaM57 XI Bradyrhizobium
LaM50, LaM88, LaM38, LaM39 XII Bradyrhizobium
La053, La079, La082, La085, LaM36 XIII Bradyrhizobium
La054, La06, LaT33, LaM55 X1V Bradyrhizobium
LaM58, LaM9 XV Bradyrhizobium
LaM77, LaT25, LaO62 XVI Bradyrhizobium
LaT92, LaT60, LaO30, LaT24, LaM72, XVII Bradyrhizobium

LaM90, LaT14

bradyrhizobial species revealed that all 4 strains belonged to sym-
biovar genistearum of the genus Bradyrhizobium with identities
higher than 91.9%.

Plant nodulation tests

The bradyrhizobial strains LaM15, LaO53, LaO54 and LaM77
identified in this study produced effective symbiosis with their
original host and did not form nodules on soybean. Visible differ-
ences in plant growth parameters of the plants were not observed.

Discussion

In this study we report on the isolation and identification of
bradyrhizobial strains from root nodules of L. angustifolius grown
in the natural environment of the Algerian North Eastern region
of El Tarf, which is characterized by high thermal amplitudes and
low rainfall. Soil data (Table 1) revealed a light texture and very
low levels of C and N, which confirms severe ecological conditions
for living organisms. RAPD fingerprinting was used to group the
64 effective strains, which showed 17 different patterns (Table 1).
This technique has been used to cluster bacteria at the subspecies
or strains level and has proved to be a powerful tool for studies of
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microbial ecology and evolution [31] and references therein]. Out of
the 64 bradyrhizobial strains, 20, 19 and 25 were isolated from root
nodules of plants grown near the lakes Tonga, Oubéira and Mellah,
respectively. Since these three lakes have very similar environmen-
tal conditions, the results suggested no biogeographical differences
among the isolates.

The nearly complete sequence of the 16S rRNA gene of a repre-
sentative isolate of each RAPD group showed that all the 17 strains
were members of the genus Bradyrhizobium (Fig. S2). Fast-growing
strains capable of nodulating L. angustifolius were not found.

Because Bradyrhizobium species have highly conserved 16S
rRNA gene sequences, the analyses of various core genes have been
used to elucidate the taxonomic affiliations among them. In this
study, the housekeeping genes ginll and recA were selected because
they gave the best relative performance when used as molecu-
lar markers, either individually or in combination, for assessing
the evolutionary genetics of Bradyrhizobium species [44]. Individ-
ual (supplementary Figs. S3 and S4) and concatenated (Fig. 1) ginil
and recA gene phylogenies showed that 12 strains (70.6%) affili-
ated with B. lupini USDA30517, 2 strains (11.8%) grouped with B.
cytisi CTAW117, other 2 strains (11.8%) clustered with B. diazoeffi-
ciens USDA 1107, and that 1 strain (5.9%) was closely related to B.
Jjaponicum USDAG'. Bradyrhizobium has been isolated from 30 out
of 33 lupine species, which makes the bacterium to be the pre-
dominant genus nodulating Lupinus [37] and references therein].
Our results agree with those by Bourebaba et al. [5] which show
that most strains isolated from L. micranthus grown wild in Alge-
ria and Spain belonged to the B. lupini/B. canariense lineage. Also,
Msaddak et al. [27] concluded that L. luteus root nodule symbionts
in Northern Tunisia are mostly strains within the B. canariense/B.
lupini group. All these findings reinforce the idea that B. lupini and
B. canariense are common symbionts in regions with a high diver-
sity of Genisteae such as occurs at both sides of the Mediterranean
Sea [37].

The strains LaM50 and La0O53 clustered with B. cytisi CTAW11T,
a species first isolated from Cytisus villosus growing in Morocco and
Spain [7,8] and also found in nodules of L. micranthus from soils in
Algeria and Spain [5]. It is noteworthy that the strains LaM50 and
La053 grouped with those isolated from plants grown in Algeria
but not with those from Spain (Fig. 1), which lends support to the
suggestion of a specific geographical origin for B. cytisi strains [5].
The similarity values <95% in the ginll and recA sequences between
B. cytisi CTAW11T and strains LaM50 and LaO53 suggest they may
form different lineages within the genus Bradyrhizobium.

Following the paper by Barrera et al. [4], other authors showed
that Bradyrhizobium isolates of Genisteae have phylogenetic affin-
ity with B. japonicum and that this bacterium has been found in
nodules of L. angustifolius grown in Australia, Poland, South Africa
and Spain [37]. In this sense, the strain LaO54 in this study clus-
tered with the B. japonicum strains LmicZ3 and UBMA197 isolated
from root nodules of L. micranthus [5] and L. angustifolius [9] grown
in North East Africa, respectively. Based on genotypic and pheno-
typic evidence, the reclassification of former B. japonicum group la
strains into a novel species named B. diazoefficiens was proposed by
Delamuta et al. [ 10]. This species includes several strains, the great
majority isolated from soybean; here we show that it can also be
found within nodules of wild-grown L. angustifolius plants in North
East Africa.

The phylogenetic analysis of the symbiotic nodC gene of strains
LaM15, LaO53, LaO54 and LaM77 revealed they grouped with
sequences (Fig. 2) that define the symbiovar genistearum described
by Vinuesa et al. [43] including strains nodulating Lupinus, Retama,
Cytisus and Chamaecytisus in Africa, America and Europe [5,7,8,19].
The nodC gene of UBMA197 and LmicZ3 also clustered within
the symbiovar genistearum (Fig. 2) and the identity between the
aminoacidic sequences of LaO54 and UBMA197 and LmicZ3 was

of 90.8% and 90.3%, respectively. These results agree with those
which show that B. japonicum strains isolated from lupines belong
to the symbiovar genistearum [4,9,37,43][4,9,37,43 and references
therein]; this, in turn, indicate that strains LaM15, La053, LaO54
and LaM77 have acquired the nodC gene of the symbiovar genis-
tearum. It is more likely that multiple horizontal transfers could
be responsible for B. japonicum nodulating member of the Genis-
teae. After nodule isolation, the strains isolated in this study were
able to establish new effective symbiosis with their host plant and
none of them nodulated soybeans. These results confirm affiliation
of the Lupinus-isolated strains within the symbiovar genistearum
and that they are true symbionts of L. angustifolius.
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Titre : Symbiose Rhizobium-Lupin. Biodiversité des microsymbiotes et leur caractérisation a
partir des nodules racinaires de la L égumineuse Lupinus angustifolius.

Résumé

Dans cette étude un total de 80 isolats bactériens isolés a partir des nodules racinaires de
Lupinus angustifolius poussant a I’état sauvage dans la région Nord-Est Algérien dans la wilaya
d’El Tarf. Le test de nodulation a confirmeé la capacité de 64 isolats a induire la formation de
nodules sur leur plante-hote d’origine. La RAPD-PCR, aboutie alarépartition de cesisolatsen 17
profils différents. Le séquencage partiel du gene ribosomique ARNr 16S de chaque représentant
de groupe a affirmé I'appartenance des souches étudiées au genre Bradyrhizobium. Cependant
I’affiliation au niveau de I’espece n’a pas été établie. Pour cette raison I’étude phylogénétique
basée sur le séquencage des genes de meénage (gInll, recA ) ainsi que des genes symbiotique
(nodC) a été menée . Cette analyse a confirmée et préciser les résultats précédents. En effet, elle
montre leur distribution en quatre grands groupes phylogénétiquement différents. Toutes les
souches étudiées appartiennent au groupe Bradyrhizobium symbiovar genistearum. Les souches
ont fait I’objet d’une caractérisation phénotypique a savoir : les caracteres culturaux, cellulaires,
nutritionnels, physiologiques et biochimiques. Cette analyse confirme la biodiversité au niveau
des souches isolées de Lupinus angustifolius de I'Algérie.

En se basant sur les résultats obtenus, Cette étude a révélé la diversité des rhizobia nodulants
Lupinus angustifolius avec quelque espéce potentiellement nouvelle de Bradyrhizobium,
nécessitant une caractérisation taxonomique supplémentaire pour la confirmation et la description

formelle.

Mots clés : Lupinus angustifolius, Bradyrhizobium, Nodules, Genes de ménage, Genes

symbiotique, Biodiversité.
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