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  Chapitre I                                 Etude de la fixation symbiotique de l’azote chez les légumineuses   


I  Les Légumineuses
Les légumineuses avec 17000 espèces, répondues dans le monde entier , sont après les Astéracées la seconde << famille>> des dicotylédones. Les formes arborescentes prédominent dans les pays chaudes et les formes herbacées prédominent dans les régions tempérés. Seul un carpelle persiste chez les légumineuses ; il est à l’ origine d'une gousse appelée par les premiers botanistes << légume>>.

L'évolution des légumineuses se traduit par la réduction du nombre des étamines et surtout la création d'une fleur à corolle zygomorphe. C'est une famille exceptionnellement homogène, très reconnaissables a l'aspect des ses feuilles alternés, stipulées, composées et pennées ; à celui de ses fleurs,à corolles dites en   << papillon>> et par ses fruits ou gousses (Guignard et Dupont, 2004). 

 I.1  Appareil végétatif

a) les racines la plus part des racines chez légumineuses, présentent des renflements ou nodosités, ce sont des radicelles déformées à la suite d'une infestation par des bactéries, les rhizobia, dont il existe plusieurs races ou espèces suivant la fabacée atteinte. Il s'établit une symbiose entre cette dernière et la bactérie. Celle-ci fixe l’azote atmosphérique, empruntant l'énergie nécessaire dans les sucres formés par la plante. En retour, cette dernière utilise la majeure partie de l'NH3 synthétisée par la bactérie.

          b) les feuilles primitivement alternes, composées-imparipennées et stipulées, peuvent évoluer vers une feuille composée –pennée, en particulier, la foliole terminale se transforme souvent en vrille et les stipules peuvent devenir plus importants que les feuille, voire les remplacer.

       Ainsi a partir de la feuille  à folioles régulières (sainfoin, réglisse), il peut y avoir:

- disparition de la foliole terminale (Vicia fabea)

-ou sa transformation en vrille (vesce). Les folioles latérales peuvent alors se réduire à deux ou même totalement disparaître, tandis que par compensation, les stipules acquièrent la taille de folioles (gesse)

-réduction à trois folioles (trèfle, lotier où les stipules sont très importantes et simulent une feuille à cinq folioles), certaines feuilles de trèfle sont encore à <<quatre feuilles>>
-ou même à la seul foliole terminale (ex:les feuille de l'extrémité des rameaux chez le genêt a balais)

-transformation des stipules en épines (robinier faux –Acacia)

-ultérieurement, par surévolution, subdivision des deux folioles latérales (lupin);

-et toujours surévolution, développement de petites stipules au niveau des folioles, ce sont les stipules (haricot).
I.2  Appareil reproducteur
1.2.1  Les fleurs
- Les fleurs sont groupées en grappes plus ou moins allongées.

- La coupe florale est peu marquée, presque plane. 

-le calice, gamosépale, a cinq dents, qui se groupent parfois en deux lèvres (genêt)

-la corolle, très zygomorphe, est dite <<papilionacée>>. 
Nous avons vu que les pétales latéraux ou ailes, qui recouvrent eux-mêmes ceux de la carène .Ces derniers comprimés par les autre pétales ont d'ailleurs tendance à se souder plus ou moins Longuement par leurs bords communs. Chez les trèfles, où les fleurs sont très serrées dans inflorescence, l'ensemble des pétales peut se souder, la corolle devient gamopétales chez quelques espèces tropicales, seul l'étendard persiste.

-l'androcée compte dix étamines qui peuvent être libre chez les espèces les plus primitives, soudées entre elles par leur filet, sauf une, comme chez le haricot (Cas le plus fréquent) ou toutes soudées comme chez les genêts.

-le gynécée est représenté par un carpelle ventral allongé, pluriovulé et surmonté d'un style de forme variable.

  1.2.2  Les fruits
     
Nous avons vu qu'il caractérisait l'ensembles des fabales la gousse ou légume, est un fruit sec défini par une double ouverture ventrale (le long de la ligne de suture du carpelle comme pour une follicule) et dorosole (au niveau de la nervure principale de la feuille carpellaire)

 La gousse, peut chez quelques espèces se transforme secondairement ; ces variations sont analogues à celles que les brassicacées pour les siliques 

-la gousse peut devenir pauciséminée (et alors généralement indéhiscent). Le fruit de l'arachide ou cacahuète, continent encore deux a quatre grains, le fruit du sainfoin est réduit à une graine, c'est un akène.
-la gousse, bien que multiséminée, peut perdre ses déhiscences dorsales et ventrales, elle devient lomentacée, dans les cas les plus primitives, les graines sont libérées par pourriture du fruit (sophora), mais également la gousse acquiert une désarticulation secondaire en segments akénoïdes (coronille) 

- la gausse peut prendre également une fausse cloison longitudinale par introflexion (Astragale)

-en fin les gousses peuvent devenir spiralées ou arquées (Luzerne), vasculeuses (baguenaudier) aillées et charnues…..

1.2.3  Les graines  

les graines, résultant d’un ovule courbe, sont elles -même arquées, elles sont exalbuminées et riches en amidon, matières protéiques (aleurone) et huile; selon les genres, c’est l’une ou l’autre de ces réserves qui domine (exp.: amidon chez les pois , haricot, fève; huile chez l’arachide ; protéine chez le soja).

II  Classification des légumineuses 

      selon Dommergues et al., (1998), la famille des légumineuses (aussi appelées fabacées ) est l'une des plus importante du règne végétal (16000-19000 espèces),comporte 750 genres différentes . Les fleures de cette famille sont caractérisée, par un ivoire forme, d'un seul carpelle qui se transforme en un fruit d'un type particulier, désignés autre fois sous le terme de légume et plus connus actuellement sous le nom de gousse. En se fondant sur les caractères floraux, la famille des légumineuses à été subdivisée en trois sous famille, assez homogènes: 

Le règne :                       Végétal
Embranchement :         Spermaphytes

Sous-embranchement:  Angiosperme

Classe:                           Dicotylédones

Ordre:                           Fabale
Sous famille:                Mimosoideae, Caesealpinoideae et Papilionoideae.

II.1  Les papilionacées ( papilionoideae) 
Les fleures des papilionacées, présentant l'aspect d'un papillon corole a 5 pétales , les deux pétales inferieures ,soudes en une pièce unique appelé carèn enveloppant les étamines et le pistil, carèn en partie recouverte par les deux pétales inférieurs, soudées en une pièce unique ; pétales latéraux appelés ailes, eux même surmontés par le pétale supérieure, appelé étendard ; beaucoup plus grand que les autre,10 étamines soudées par leurs filets et par fois un étamine supérieure libre.
II.2  Les Mimosacées (mimosoideae)
Les fleures des mimosacées sont régulières, corolle a 4 ou 5 pétales réduits; étamines très nombreuses, a très longs filets, masquant toujours totalement le périnthe très petite (Dommergues et al., 1998).
Les mimosacées comprennent surtout des arbres dans pays chauds (Exemple : Mimosa et  Acacia). les mimosacées sont très proche aux rosacées primitives (Guignard et Dupont, 2004).

II.3  Les césalpiniacées (caesalpinioideae) corolle a 5 pétales moins irrégulière que celle des papilionacées, les deux pétales Inférieures plus grands recouverts partiellement les deux latéraux ; étamines en générale au nombre de10 ,libres jusqu'a leur base . Les feuilles des légumineuses sont le plus souvent composées et toujours stipulées.les feuilles composées pennées se compose du rachis, des pétioles et des folioles, elle peut être imparipennée c'est -a- dire terminée par une paire de foliole opposés .si elle ne comporte que trios folioles on dit qu'elle est trifoliolée. (Dommergues et la ., 1998).
III  Intérêts économiques et environnementals des légumineuses
        Les légumineuses jouent un rôle important dans le domaine alimentaire grâce à leur haute teneur en protéines et en acides aminés. Cependant, elles contiennent des antinutriment, comme l'acide phytique qui peuvent être difficiles à digérer ; c'est pourquoi il est nécessaire de les faire tremper dans un milieu légèrement acide pendant une dizaine d’heures avant de les cuire pour les consommer. Comme beaucoup de fabacées, leur culture tient une place particulière dans la rotation culturale du fait de leur capacité a fixé de l'azote atmosphérique.

Les ressources du sol en azote limitent souvent le développement des végétaux, en particulier la production de grains des céréales. Pour cette raison, d'énormes quantités d'engrais d’azote sont déversés chaque année dans les Champs, mais la synthèse industrielle de ces engrais coûte cher et leur utilisation entraîne la pollution des eaux souterraines car ils sont lessivables, avec la compréhension croissante de l'autotrophie pour N2, différentes solutions ont été recherchées pour cultives de façon optimale les céréales (Meyer et al., 2004).

L'utilisation des engrais azotés présent de nombreux inconvénients. Le coût de leur production de leur transport et de leur mise en oeuvre est de plus en plus onéreux. Leur emploi est dispendieux, seulement 55% de l'azote appliqué sous forme d'engrais est utilisé par la plante. La majeure partie du reste est perdue par dénitrification et par lessivage. Ils contribuent à la suite de leur lessivage  à la pollution des nappes et à l'eutrophisation des eaux de surface. Ils concourent à l'épuisement rapide et irréversible des sols. Certains de ces inconvenement sont amplifiés en Algérie par le faible pouvoir  absorbent des sols, conséquence de la nature souvent sableuse du substrat édaphique ainsi que de sa pauvreté en matière organique.

Les problèmes économiques et écologiques poses par  le recours aux engrais azotés rendent de plus en plus attrayante l'utilisation de la fixation biologique de l'azote moléculaire dans le cadre d'une agriculture durable et plus soucieuse de son impact sur l'environnement.

Cette fixation biologique est la propriété de quelques microorganismes. Ces derniers, sont capables de transformer l'azote moléculaire (N2) sous une forme combinée (NH3) utilisable par les autres organismes vivants.

Parmi tous les organismes fixateur d'azote ceux qui sont les plus intimement lies aux plantes sont de loin les plus  efficaces, c'est particulièrement le cas pour la symbiose rhizobia- légumineuses, le système biologique le plus efficient de la biosphère (Galloway in Haddadj,2002)
 C’est pour cette raison que l'utilisation de cette association qui confère aux légumineuses la capacité de fixer de l’azote  moléculaire, tend à se généraliser dans le monde où elle devient un élément incontournable des politiques nationales et internationales d'agriculture durable et écologique. 

En agriculture, cette association est exploitée par le biais de nombreuses pratique  parmi les quelles  (Hardy in Haddadj,2002) cite: 

· la rotation a légumineuses, en remplacement de la jachère.

· l'augmentation  de la productivité et la qualité nutritive des fourrage par les cultures mixtes légumineuses- graminées comme La vesce avoine .

· l'utilisation de légumineuses a fort pouvoir fixateur d'azote comme engrais vert pour l'enrichissement du sol en azote et en matière organique. 

· l'inoculation des cultures des semences de légumineuses par des rhizobium hautement efficients avec celles-ci. 

IV RHIZOBIA
Les rhizobia  sont les bactéries qui forment des symbioses fixatrices de l'azote avec des plantes de la famille des légumineuses. (Zakhia et de Lajoudie, 2001)  
Les rhizobia sont des bactéries du sol, qui à l'état libre, non symbiotique, vivent en saprophytes sans fixer de N2. Elles sont attirées chimiquement par les composés phénoliques (flavonoides ) libéré par les racines des légumineuses , grâce à ce chimiotactisme positif, ces bactéries colonisent la rhizosphère et s'accolent à la racine au niveau des poils absorbants, les signaux chimiques de la racine activent le produit d'un gène de nodulation des rhizobia, le gène constitutif nodD qui induit l'expression des autres gènes nod bactériens . Les produits de l'expression de ces gènes sont des petites polymères de chitine, appelés facteurs de nodulation ou facteurs nod libérés dans la solution du sol, les facteurs nod induisent  la courbure des poils absorbants en croissance. Ils activent aussi l'expression des gènes nod du végétale, qui codent pour des nodulines nécessaires à la construction et au fonctionnement de la nodosité.des  nodulines précoces induisent la dédifférenciation de cellules de l'écorce et du péricycle, a l'origine du méristème de nodosité (Meyer et al., 2004) .

Les rhizobia, indigènes ou introduits vivant a l'état libre dans le sol subissent en premier les effet négatifs des facteurs édapho-climatique .Ces facteurs peuvent ainsi affecter la compétence saprophytique des rhizobia les étapes de la nodulation la compétition entre souches et la fixation d'azote .surtout pour les souches utilisées comme inoculum lorsqu'elles ne sont pas adaptées aux conditions du milieu.

une variabilité naturelle pour la tolérance aux différents stress y compris la salinité et le déficit hydrique existe chez les espèces de rhizobia et bradyrhizobium .Il est établi que les rhizobia sont relativement plus Tolérantes à la salinité que les plantes –hôtes correspondantes et c'est précisément la formation des nodules et la fixation d'azote qui sont les plus concernées. 

    
La survie dans sols des rhizobia introduits par inoculation peut constituer à l’ avenir un facteur défavorable. Une nouvelle souche de Rhizobium japonicum mieux adaptée aux nouveaux cultivars entrera en compétition pour la formation des nodosités la souche naturalisée,
    
La compétition entre les souches de rhizobia pour la formation des nodosités est le résultat de deux caractéristiques:

-la compétence saprophyte qui traduit leur aptitude à survivre et à se multiplier dans un sol donné en l'absence de la plante.
-leur aptitude à former des nodosités en présence de souche de même spécificité.

La capacité à former rapidement des nodules est essentielle, c'est pourquoi le laboratoire des symbiotes de Montpellier cherche a sélectionner des souches ayant cette aptitude, par contre, lorsque plusieurs souches sont présentes dans le sol, importantes à étudier (Drevon et Sifi,2003).          

V Classification de RHIZOBIA
La famille des rhizobiacées est constituée par un ensemble hétérogène de bactéries en bâtonnent gram-négatives aérobies, non sporulantes, qui peuvent infecter les racines et parfois, les tiges des légumineuses pour y former des nodules.les nodules sont le siége d'une interaction symbiotique entre d'une part, la bactérie, qui fixe l'azote atmosphérique (N2)et le fournit a la plant hôte sous une forme assimilable (NH3).

Pendant longtemps ,les propriétés symbiotique sont restées la seul base de la caractérisation et de la classification des rhizobia et ce n'est que depuis une dizaine d'années que , pour atteindre cet objectif, l'on a complété l'étude classique des caractères phénotypiques par celle de la structure génomique,en faisant rappel notamment à l'amplification et au séquençage de régions plus ou moins grands de l'ADN ,a l'adoption de la taxonomie polyphasique comme critère de caractérisation ,leur classification a subi de nombreux remaniements ces dernières années  (Zakhia et de Lajoudie, 2001), cette classification représente dans le tableau N°1.  
Tableau N°1: classification de RHIZOBIA : (Zakhia et de Lajoudie, 2001)  
	Espèces
	Plantes hôtes

	Rhizobia    

R. leguminosarum.

                   Biovavriciae

                   Biovar trifolii

                   Biovar phaseolu

R.tropici

Type II A

Type II B

R.etli

Biovar phaseoli

Biovar mimosae

R.hainaneuse

R.gallicum

                  Biovar gallicum

                  Biovar phaseoli

R.mongoleuse

R.galegae

                  Biovar orientalis 

                  Biovar officinalis

R.giardinii

                  Biovar giardinii

                   Biovar phasioli

R.huanthense 

 Mesorhizobium

 M.loti

 M.huakuii

M.ciceri

M.tianshanense

M.mediterraneum
M.plurifarium

M.amorphae

 Sinorhizobium

 S.meliloti

 S.fredii

                 Chemovaraciae

                 Chemovarsiensis

 S. saheleuse

                 Biova caciae

                 Biovar sesbaniae

 S.medicace

 S.kostiense

 S.arboris

 AZORHIZOBIUM

              A.canlinodans

              Azorhizobium sp

Bradyrhizobium

   B.japonicum

   B.elkanii

   B.liaoningense

   Bradyhizobium sp

ALLORHIZOBIUM

    A.undicola


	Pisum sativum,vicia ,lathyrus,lens.

trifolium pratense

Phaseolus  vulgaris

Phaseolus vulgaris , leucaena leucocephala

Phaseolus  vulgaris,leucaena leucocephala 

Phaseolus vulgaris

Mimosa affinis,leucaena leucocephala, phaseolus vulgaris L. 
Desmodium sinuatum

Phaseous vulgaris

 Phaseolusvulgaris

Medicago  ruthenica

Galea orientali

Galea officinalis

Phaseolus vilgaris

Phaseolus vilgaris

Sesbania herbacea

Lotus corniculatus

Astragalus sinicus, Acacia

Cicer arietinum

Glycyrrhiza pallidiflora et autre plantes tropical.

Cicer arietinum

Acacia , prosopis

Amorpha fruticosa

Medigaco ,melilotus ,trigonella

Glicyne max 

Glicine max

Sebania spp

Acacia spp

Sebania spp

Medicago

Acacia ,prospis

Acacia,prosopis

Sesbania rostrata 

Sesbania rostrata 

Glycine max , Glycine soja

Glycine max

Glycine max, Glycine soja

Vigna lupinus, Mimosa 

Acacia 

A eschynomene

 Neptunia natans


VI  Symbiose : Rhizobia - légumineuses
Les légumineuses établissent une relation symbiotique avec la bactérie du sol  rhizobia. Cette symbiose se manifeste par la formation de nodosité racinaires, organes spécialisés dans les quels l'azote atmosphérique est réduit en ammoniaque suit à l'infection par les rhizobia. Ce processus de fixation symbiotique permet à la plante de survivre dans des sols pauvres en azote. De même les bactéries profitent de l'interaction symbiotique par l'acquisition de molécules carbonées produites par la plante pendant la photosynthèse. Dans l'interaction rhizobia-légumineuses, on observe un haut niveau de spécificité d'hôte. Cette spécificité est basée sur un dialogue moléculaire c’est- a- dire un échange de signaux entre les partenaires symbiotiques. 

 
 Les rhizobia répondent à des signaux flavonoides excrétés par  la racine de la plante hôte qui vont induire en retour l'expression des gènes de la nodulation (gène nod), ces gènes se répartissent en trois catégories:
*les gènes nod communs (nod ABC), présents et identiques dans toutes les espèces de rhizobia .
*les gènes nod spécifique (hsn), déterminent le spectre d'hôte de chaque espèce de rhizobia, Chez Rhizobium leguminosarum, on rencontre les opérons nod El et nod MN.

*les gènes nod régulateurs (nod), activent l'expression des gènes nod communs et spécifiques en présence de flvonoides (Lerouge et al in Haddadj., 2002)
VI. 1 Signaux symbiotiques chez rhizobia 
VI.1.1 les étapes symbiotiques précoces
La mise en place de la symbiose fixatrice d'azote entre bactéries des genres Rhizobium, Bradyrhizobium et Azorhizobium (désignes collectivement sous le terme rhizobia) et leurs plantes- hôtes est un phénomène complexe, au cours du quel les bactéries doivent mener en parallèle deux processus : l'infection des racines de la plante- hôte et l'introduction d'une organogenèse, qui conduit à la différentiation d'un nouvel organe la nodosité. Par ailleurs la mis en place de cette association symbiotique implique une reconnaissance spécifique entre deux partenaires. En effet, chaque espèce de rhizobia possède un spectre d'hôte bien défini ce spectre peut être très étroit.
Les différentes étapes conduisant à la formation de la nodosité ou étapes symbiotiques précoces, sont maintenant bien identifiées . Les rhizobia, qui vivent à l'état saprophytique dans le sol, sont attirés vers la rhizosphère des plantes hôtes par diverse substances qui y sont excrétées, telles que les glucides, acide carboxylique, acides aminés et flavonoides. Les rhizobia vont ensuit migrer vers l'extrémité des poils absorbants des racines ou ils vont se fixer, puis s’agréger. Ce contact direct entre les bactéries et les poils racinaires de la plante- hôte induit une courbure caractéristique de ces poils absorbants, dite en crosse de berger. Les bactéries emprisonnées a l'intérieur de cette crosse vont alors pénétrer a l'intérieur du poil absorbant et donner naissance à une structure tubulaire, appelé filament d'infection, résultat d’une stimulation et d’une réorientation de la croissance de la paroi de la cellule végétale.

 
 Ces filaments d'infection progressent à l'intérieur des poils absorbants, puis a travers le cortex de la racine simultanément des cellules du cortex interne, situées à proximité des filament d'infection, se dédifférencient et se divisent activement.  Les cellules issues de ces divisions s'organisent en  un méristème dont le fonctionnement est à l’ origine des nodosités.  Lorsque le fonctionnement de ce méristème est persistant et donne naissance à des nodosités allongées de type indéterminé. La nodosité mature présente une anatomie caractéristique, comprenant notamment une zone centrale où les bactéries sont libérées hors des cordons d'infection et envahissent les cellules végétales, tandis que des traces vasculaires périphérique vont permettre les échanges métabolique entre la nodosité et le reste de la plante(Gaudry,1997). 

VI.1.2 Symbiose obligatoire et fixation à l'état libre
      La propriété d'utiliser l'azote de l'aire est limitée seulement  aux  procaryotes et cette propriété est largement répartie chez les eubactéries et les archaebactéries methanegènes, ces bactéries convertissent l'azote moléculaire en ammoniaque grâce à un complexe enzymatique appelé nitrogénase. 
     Classiquement on regroupe les bactéries fixatrices d'azote en deux grandes catégories en fonction de leur relation avec les plantes :

·  les fixateurs dits symbiotique : ne fixent l'azote que dans des structures différenciées de leur plante- hôte, comme par exemple les nodosités, chez les légumineuses ou les plantes actinorhiziennes. 
· les fixateurs dits libres : fixent de l'azote à l'état libre ou dans la rhizosphère de certaines plantes, les trois fixateurs d’azote représente dans le figure suivant :  
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Figure N° 01 : les systèmes de fixation biologique de l’azote moléculaire et leur efficacité.

VII  Nodulation
Si on déracine une légumineuse, par exemple un pied de haricot, de pois ou de soja une arbre du groupe des Acacia, ou encore une liane comme la Glycine, on observe des protubérances racinaires, appelées nodosités (figure 2) .elle renferment des bactéries symbiotique de la famille des rhizobiacées,  capables de fixer l’azote atmosphérique et le réduire en ammonium c'est une particularité de l'autotrophie des légumineuses en azote.  Il y a plus de  17000 espèces de légumineuses (fabacées), parmi les 20% examinés ,90%forment des nodosités. Dans cette symbiose le végétale offre un abri a la bactérie et assure sa nitration carbonée, en retour la bactérie apporte au végétale l’azote.
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FigureN° 02: Nodosités à Rhizobium de racines de fabacées et détail d’une cellule infectée, comportant des bactéroides fixateurs de N2. (Meyer et al., 2004).
VII.1 Principales étapes de la symbiose entre une fabacées et un rhizobia 

la symbiose entre une fabacées et une bactérie de rhizobia comporte 6 étapes (figure 3) sont les suivantes : 
      1-Attraction chimique

      2-Adhesion et reconnaissance

      3-infection

      4-Initialisation de la nodosité
      5-fusion des méristèmes de la nodosité

      6-différenciation de la nodosité
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   FigureN° 03: les principales étapes de l’établissement de la symbiose entre une    fabacée et un Rhizobium (Meyer et al.,2004).
- Les différentes régions de la nodosité différenciée ou stade 6 sont généralement appelées:

     Zone I : zone méristématique

     Zone II: zone d'accroissement cellulaire et d'infection

     Zone III: fixation de N2
     Zone IV: sénescence.

Une autre étape de la reconnaissance spécifique entre rhizobia et légumineuse se ferait lors de l'accolement des bactéries aux poils absorbants ; les bactéries libèrent des facteurs NOD dont la composition chimique est propre à son espèce, ils sont spécifiquement connus par des récepteurs kinases membranaires de la racine.
a- Au fur et à mesure que le poil absorbant se courbe, il englobe des bactéries,
en secrétant des enzyme hydrolysant la paroi du poil absorbant, les bactéries pénètrent dans celui-ci et viennent au contact du  plasmalemme, toujours sous l'effet du facteur NOD, ce dernier s'invagine en une sorte de tube où les bactéries se dispose en fils et se multiplient, c’est le cordon d'infection qui s'étend jusqu'a l'écorce de la racine ; les bactéries migrent ainsi jusqu'au niveau de la nodosité en formation où la cordon d'infection se ramifié. 

b- Dans les cellules  de la nodosité en formation, les bactéries sont internalisées par endocytose : chaque bactéries internalisées cesse de se diviser, grossit et se différenciée en bactéroides nourri par la racine .il est apte a fixer N2 grâce a la nitrogénase, une enzyme codée par le gène bactérien, le bactéroides est isolé du reste du cytosol par la membrane de la vésicule d'endocytose qui dérive du plasmalemme de la cellule hôte. Elle est appelé membrane péribacteroide ; parallèlement la cellule hôte synthétise des nodulines impliquées dans le métabolisme du carbone  et de  l’azote de la nodosité, le transport des substances a travers la membrane péribacteroide et le maintien d'une faible concentration en O2 dans le bactéroides.

c- L'infection pour suite pendant la vie de la nodosité:

Une connexion vasculaire s'etablit entre la nodosité et la vascularisation de la racine, elle permet l'importation des sucres issus de la photosynthèse dans la nodosité et l'exportation de l'azote fixé depuis la nodosité vers le reste du végétal.

VII.2 L'infection et la nodulation 

VII.2.1 Les différents types d'infection 
D'après Dommergues et al., (1998), Dans la rhizosphère des légumineuses, comme d'ailleurs celle d'autre plante les rhizobium se multiplient aux dépens des exsudats et divers dépôts racinaires(rhizo-déposition ),c'est à partir de la rhizosphère que certaine rhizobia vont infecter la racine, Il existe trios modalités d'infection que l'on décrira ci-dessous

VII.2.1.1 Infection intracellulaire (par les poils absorbants)

L'infection par les poils absorbants a été étudiée en détail: elle concerne de nombreuses espèces de légumineuses tempérées. La pénétration de la bactérie dans le poil absorbant provoque la formation d'un cordon d'infection contenant les bactéries disposées en file. Ces cordons d'infection se ramifier puis les rhizobia sont libérés dans les cellules de l'hôte suivant un mécanisme se rapprochant par l'endocytose. Les bactéries ainsi libérées sont enveloppées et isolées par une membrane d'origine végétale, la membrane péribactéroidienne.  Les rhizobia subissent alors des transformations morphologiques (on les désigne alors sous le nom de bactéroides). Leurs enzymes d'assimilation de l'ammonium sont réprimées et ils commencent à fixer du N2 (on désigne par symbiosome). L’unité fonctionnelle fixatrice d'azote est constituée par la membrane péribactéroidienne, l'espace péribactéroidien et le bactéroides.
VII.2.1.2   Infection intercellulaire
Dans ce cas l'infection s'effectue directement par pénétration intercellulaire au niveau des cellules du rhizoderme. L’étude de l'organogenèse nodulaire de nombreuses espèces de légumineuses tropicale et de non légumineuses (Parasponia) a permis d'observe plusieurs modalités d'infection intercellulaire. 

Ces modalités varient en fonction du mécanisme de pénétration du microsymbiote et également de son acheminement dans le tissu fixateur.

VII.2.1.3 Infection des tiges chez les légumineuses a nodules caulinaires
    Aulaues espèces de légumineuses forment des nodules non seulement sur leurs racines mais aussi sur leur tiges, ce type de nodulation est appelé nodulation de tige , nodulation caulinaire ou nodulation serienne.
VII.2.2  Structure et  morphologie des nodules
Chez les légumineuses, la structure anatomique des nodules rappelle celle d'une tige alors que chez les plantes actinorhiziennes (Parasponia) le système vasculaire est centrale et la structure du nodule rappelle celle d'une racine. 

Dans tous les cas, le  nodule comporte, en allant de l'extérieur vers l'intérieur, l'épiderme et le cortex externe, le parenchyme nodulaire, qui renferme les tissus vasculaires et la zone centrale infectée qui est le siége de la fixation de N2, toutes les cellules ne sont pas infectées, sauf chez certaines espèces.

VII.2.3 Nodules détermines et indétermines  (représenté dans les figures 4 et 5):
On distingue deux types de nodules les nodules indéterminés, qui comportent un méristème nodulaire persistant et les nodules détermines, chez lesquels ce méristème n'existe pas (par méristème ou entend ici un ensemble de cellules en voie de division qui se perpétue tel quel et non simplement un ensemble des cellules qui se divise activement pendant un  certaine temps pour se différencier ultérieurement). Le type de nodule formé est déterminé par la plante -hôte et non par souche de rhizobia (Dommergue et al., 1998). 
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                    Figure 04:   photographie représentent  la morphologie d’un nodule

de type  Indéterminé branché. Gx25
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                       Figure05 : photographie représentent  la morphologie d’un nodule

de type  déterminé branché. Gx25

Les nodules déterminé et indéterminé diffèrent entre eux au niveaux des : premières divisions cellulaires , croissance du nodule , cordon d’infection , transport , induction des gènes nod , en peut comparait entre les deux dans le tableau suivant :    
TableauN°2: Comparaison entre un nodule détermine et un nodule indéterminé (Hirsch in Haddadj , 2002) 
	
	Indéterminé


	Déterminé

	Site des premiéres division     
Cellulaire

Croissance du nodule    

Cordon d'infection         

Transport

Induction des gènes nod      
Exemples:  


	cortex interne                 

division cellulaire: méristème        
persistant   

Large

Amides, flavonones                                       

Albizia


	cortex externe

exponssion et /ou division des cellules
étroit

Uréides , isoflavone
Sesbania rostrata


VII-3 La fixation de l’azote a un haut coût énergétique
 
 L’azote atmosphérique N2 est une molécule très stable a cause de la triple liaison qui unit les deux atomes N. L'énergie nécessaire a sa fixation provient de la dégradation des molécules carbonées (figure-6), le coût énergétique de sa fixation se quantifie donc par quantité de carbone utilisé. il faut 12 à 17 g de carbone pour fixer 1g de N2, ce la représente 25% de carbone fixer en une journée. La fixation de N2 est donc un important puits de carbone. La réaction décrite précédemment montre que la nitrogénase catalyse aussi la production de H2, ce qui augmente le coût énergétique de la réaction. Toute fois, certains rhizobia ont une hydrogénase. Elle permet de dégrader H2 en protons et en électron qui sont recyclés dans la fixation de N2 et augmentent finalement le rendement énergétique. Par ailleurs, les légumineuses  ont des mécanismes supprimant la formation des nodosités lorsque le sol comporte suffisamment de nitrate et l'ammonium utilisables par le végétale, cette plasticité de la nutrition azotée permet une importante économie d'énergie pour le végétale, car la fixation symbiotique de N2 est environ deux fois plus coûteuse en énergie  que l'assimilation des nitrates et de l'ammonium du sol (Meyer et al., 2004)

Figure  06 : la division du travail entre bactéroides et racine de fabacées pour la fixation de N2 dans une nodosité(Meyer et al.,2004)
-  La nitrogénase
 La nitrogénase est composée de deux métalloprotéines  qui comportent trois groupements prosthétiques :
La protéine I appelée dinitrogénase est un tétramère de haut poids moléculaire (220.000 daltons), contenant le cofacteur à fer et a molybdène appelée Fe-MO-CO au niveau du quel l'azote moléculaire est réduit en ammoniaque .
 
 La protéine II ou dinitrogénase réductase qui contient du fer et du soufre est responsable du transfert des électrons a la dinitrogénase .
Durant la catalyse, les électrons sont délivrés à la dinitrogénase, dans un processus impliquant l'association et la dissociation des composants protéiniques et l'hydrolyse de deux molécules de Mg-ATP pour chaque transfert d'électrons ;ces électrons peuvent être représentés par des produits de photosynthèse, de fermentation des sucres, de composés du cycle de Krebs ou d'un cycle photochimique .
  
La nitrogénase exige non seulement la présence d'un donneur d'électron a bas potentiel d'oxydoréduction , mais aussi celle de l'ATP et d'ion Mg++. Ce besoin en ATP est très important puisqu'en général 4 à 5 molécules d'ATP sont nécessaires pour transférer une paire d'électrons au substrat (N2)
N2    +8e-    + 8H+      + 16Mg-ATP------(2NH3 + H2 + 16Mg-ADP + 16pi

La production de l'ammoniaque s'accompagne d'un dégagement de molécule d'hydrogène. L'émission d'hydrogène constitue une perte d'énergie qui réduit l'efficacité de la nodosité .Il existe des bactéries fixatrices d'azote telle que Bradyrhizobium possédant une hydrogénasse membranaire Hup+ permettant de recycler l'hydrogène produit par la nitrogénase, ce qui a pour effet d'améliorer l’efficacité des nodosités ( Dean et al in Haddadj., 2002).  
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