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Figure 1: Les nodules racinaires des légumineuses (Gobat et al., 1998).



Chapitre I                                                                                      Caractères générales des légumineuses


I- Les légumineuses : 

Les légumineuses ont la particularité de vivre en symbiose avec les bactéries installés dans des nodosités racina

-ires et assimilants l’azote atmosphérique (MAAROUF ; 2000 ).


 Les racines des légumineuses présentent en effet des nodosités où vivent des bactéries spéciales fixatrices de l’azote de l’air pour enrichir le sol, le pourcentage de modulation dans les familles des légumineuses et différentes (VANRHYJNG et VAN DERLEYDEN ; 1995).

I-1: Classification :

 La famille des légumineuses dans laquelle on a rencontré  plus de 17000 espèces , avec ces espèces répondues dans le monde entiers , les légumineuses sont avec les Asteracées les plus important de spermatophytes , elles se subdivisent en papillonaceas (fabacées ), cephalopillonceae et  Mimosacea ,(MAAROUF ; 2000).


Les deux subfamilles papillonaceae et Mimosaceae contient des genres non nodulants par rapport la subfamille cephalopillonaceae qui contient un nombre élevé de ces genres (PIETER NEL et  VENDERLEYDEN ; 1995).
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II- Les caractéristiques générales de Rhizobia :

 Les bactéries jouent un rôle primordial dans la nature et dans les grandes cycles                                        biologiques des éléments fondamentaux (cycle d’azote, cycle du carbone, du souffre, du phosphore et du fer).Certains bactéries du sol sont capables de fixer l’azote atmosphérique sous une forme directement assimilable par les plantes, jouant un rôle capital dans la vie des végétaux (l’exemple : Rhizobium, clostridie, et  Azotobacter) ;(MAAROUF ; 2000).


Le Rhizobium a comme particularité d’entrer en symbiose avec les légumineuses créant ainsi un système fixateur d’azote moléculaire. Ils sont des bactéries du sol aérobies, hétérotrophes (FRANTIER et PICODIRIOLE ; 1988) généralement mobile par des lits polaire ou péritriches le (LECLERC et al.,1997),se sont des bactéries bâtonnets,gramme négative non sporulant  (ZAKHIA et al.,2001),vivre librement dans la Rhizosphère ou en symbiose avec les légumineuses,de 0,5 à 0,9 en largeur et 1,2 à 3 Mm en longueur (HELLER et  al.,2002).

           La connaissance et la classification de Rhizobia demeure essentiellement basés  sur leur aptitude à infecter et noduler des plantes hôtes spécifique (ELKAN ; 1992 )

Une souche de Rhizobia ne peut pas infecter et noduler indifféremment n’importe quel genre ou espèce de légumineuses. La spécifié d’interaction entre les légumineuses à permis de  définir  des groupes d’inoculation croisées  capable d’induire exclusivement la nodulation chez un groupe précis de légumineuse (JARDAN ; 1984  ) .

Tableau (1) les différent genres et espèces bactériennes appartenant à la famille des RHIZOBIACEAE (SPRENT ;2001)
TABLEAU 1 : les différents genres et espèces bacteriennes appartenant à la famille des rhizobiaceae(sprent ;2001) : 
	Genres et espèces
	Plante hôte

	Sinorhizobium meliloti
	Mégicago,melilotus,trigonella.

	Sinorhizobium medicae
	Medicago truncatula,medicago polymorpha…

	Sinorhizobium  fredii
	Glycine,vigna.

	Sinorhizobium saheli 
	Sesbania,acasia cyanophylla.

	Sinorhizobium terangae
	Sesbania spp.

	Rhizobium leguminosarum bv trifolii 
	Trifolium.

	Rhizobium leguminosarum bv viciae
	Vicia,pisum,lens.

	Rhizobium leguminosarum bv phaseoli
	Phaseolus .

	Rhizobium tropici
	Phaseolus medicago,leucaena,.

	Rhizobium etli
	Phaseolus , medicago.

	Rhizobium galegae
	Galega oriontalis.

	Rhizobium galicum
	Phaseolus(FRANCE).

	Rhizobium giarginii
	Phaseolus medicago.

	Rhizobium hainanence
	desmodium ,centrosema (CHINE).

	Rhizobiummongolense
	Medicagoruthenica.

	Rhizobium  lupini
	Lupinus.

	Mezorhizobium loti
	Lotus,lipinus.

	Mezorhizobiumhuacuii
	Astragalus.

	Mezorhizobium ciceri
	Pois chiche.

	Mezorhizobium mediterraneium
	Pois chiche.

	Mezorhizobiumtianshanense
	7 espèces de légumineuses provenant de la province de xinjiang.

	Bradirhizobium japonicum
	Glycine,vigna.

	Bradirhizobium  lianingense
	Soja.

	Azorhizobiumcaulinodans
	Sesbania rostrata.

	Allorhizobiumundicola
	Neptunia natance.

	Phyllobacterium myrsinacearum
	Hypertrophie sur feuilles,isolé à partir des racines de bettrave.

	Agrobacterium tumfaciens
	Crown gall.

	Agrobacteriumradiobacter
	Non pathogene.

	Agrobacterium rhizogenes
	Maladie du chvelu racinaire.

	Agrobacterium vitis
	Crown gall de la vigne.

	Agrobacterium rubi
	Isolé à partire de rubus.



II-1: Ecologie de Rhizobia :

  
L’écologie de la bactérie Rhizobium dans le sol est assez mal comme le rhizobium ne participe à aucune fonction spécifique dans l’équilibre ,et la vie microbienne du sol ou de la rhizosphère ( BLONDEAU ;1977 in Rivero 1985).

La survie de Rhizobium dans le sol est essentielle pour une bonne nodulation ,mais la viabilité de la bactérie peut être affectée par plusieurs facteurs de l’environnement (LINDSTRON et al.,1985).
II-2: Morphologie de Rhizobia:      
D’après DOMMERGUE et MANGENOT ,1970 in Zaoui ,1981, les Rhizobia se présentent   sous deux formes : 

· une forme végétative ou non bactéroïde .

· une forme bactéroide

Les Rhizobia non bactéroïdes,à létat libre dans le sol (BLONDEAU ;1980)

Les Rhizobia bactéroïdes ,se rencontrent dans le cytoplasme des cellules hotes et passent souvent par des intermédiaire ;filamenteuse,piriformes,sphériques.

Lorsque les cellules de Rhizobia sont finalement devenues des bactéries différencier,elles ne peuvent plus retourner  à l’état de bactérie capable de reproduction (LANSING et al ;2003).

II-2-1: La morphologie des colonies :
Sur gélose nutritive, ils donnent des  colonises incolores blanchâtres ou crèmes .d’après leur vitesse de croissance on peut les séparés en deux types différents :

-Ceux à croissance rapide, donnant après quelques jours d’inoculation des colonies de plusieurs millimètres de diamètre.
- Ceux à croissances lentes, sont incapables de fournir des colonies d’un diamètre supérieur à 

1 mm.

II-3: Milieu de culture de Rhizobia :
Plusieurs milieux ont été définis pour la croissance de Rhizobia , ces milieux contenant une source de carbone , une source d’azote et des éléments minérales qui sont nécessaires pour la croissance de Rhizobia , la culture des Rhizobia sur les milieux montrent que la croissance et très élevée. 

SOMASEGARAN et HOBEN (1994),  citent les milieux  les plus utilisés  et qui sont:


1-Milieu de luria –Bertani:    La composition de ce milieu est :
(10g) tryptone (5g) d’extrait de levure , (5g ) de Nacl , (1000ml) d’eau distillé..


2-Milieu de Glucose –peptone –agar (GPA) + pourpre de Bromocrésol (Bcp) (VINCENT, 1970).

Préparer à partir des produits suivants : (5 g) de glucose ,(10g) de peptone et (15g ) d’Agar dans un litre d’eau distillé .Après la préparation du milieu Gpa ,(10ml) de la solution stock de Bcp sont ajoutés au milieu.


3-Bouillon de Terrific (TB)(Tartof  et al ,1987)

Composée de (12g) de Bacto –tryptone, (24g )Bacto extrait de levure , (4ml) Glycérol ,(900ml) d’eau distillé. 


4-L’extrait de levure –manitol-agar(yma)(VINCENT,1970).

Dans un litre d’eau distillée ajouter les constituants suivants :
(10g)Mannitol , (0.5g)K2HpO4 ,(0.2g)MgSO4-7H2O ,(0.1g)NaCl, (0.5g)d’extrait de levure et (15g)d’Agar.


Les espèces du genre   Rhézobia   ont été réparties en deux groupes sur la base de leurs vitesses de croissance:


-Groupe de Rhizobia à croissance rapide « temps de génération est inférieur à 6 heures», et englobe : Rhizobium , Mesorhyzobium , Azorhyzobium , Sinorhyzobium …etc . .(ELKAN,1992) Ces souches à croissances rapides sont productrice d’acide   (BLONDEAU,1980) 

-Groupe de Rhizobia à croissance lente « le temps de génération est nettement supérieur à 6 heures », et englobe les Bradyrhyzobiums. .Ces souches  à croissances lente sont productrices d’alcalins .(BLONDEAU,1980).
En plus de la vitesse de croissance, la distinction  entre ces deux groupes, est en relation avec d’autres propriétés physiologiques et biochimiques enregistrées (Tableau2).(ELKAN ,1992) .

	Caractéristiques
	Rhizobium à

	
	Croissance rapide
	Croissance lente

	Temps de génération
	Inférieur à 6 heures
	Supérieur à 6 heures

	Nutrition carbonée
	Utilisent une grande variété de source de carbone : pentoses, hexoses, mono, di, tri saccharides…
	Utilisent une variété réduite de source de carbone : pentoses et hexoses.



	Voies métaboliques
	Utilisent les voies glycolytiques des pentoses phosphates, d'Entner-Doudoroff et d'Embden-Meyerhoff.
	Utilisent les voies d'Entner-Doudoroff et d'Embden-Meyerhoff  et le cycle des hexoses.

	Flagellation
	Péritriche
	Subpolaire

	Localisation des gènes symbiotiques
	Plasmides et chromosome
	chromosome

	Localisation des gènes de fixation 
	Nif H, nif K sur le même opéron
	Nif H, nif D, nif K, sur des opérons séparés

	Résistance aux antibiotiques
	Faible 
	Elevée


III- la fixation biologique de l’azote atmosphérique :

III-1: Les bactéries fixatrices :
La transformation de l’azote minérale atmosphérique en  une forme organique combinée,sous l’action de certains micro-organismes (bactérie, cyanobactérie : dites fixatrices d’azote) ayant en commun la possession d’une enzyme appelée nitrogénase , leur permettent de fixer l’azote moléculaire atmosphérique (MAAROUF , 2000).


En 1838, l’agronome français G, B, BOUSSINGAULTE ; à montrer que les légumineuses peuvent fixer l’azote de l’air N2. Cette fixation est liée à la présence sur les racines des nodosités ou nodules qui  apparaissent qu’après envahissement par des bactéries isolées par le HOLLANDAIS BERJENIQUE  en 1888, qui sont les Rhizobia (HELLER  et al ., 2002).

III-1-1 : bactéries capable d’établir la symbiose :


D’après DENARI et TRUCHET ;1979 .On distingue trois groupes de bactéries capables d’établir de telle symbiose :

-Les actinomycètes : qui provoque la formation de nodosité radiculaire sur des dicotylédones (18 genres connus).

-Les cyanobactéries : établissent différents types d’associations avec des hôtes très variées.
- Les bactéries du genre Rhizobium : qui induisent la formation des nodosités sur le système racinaire des légumineuses.

La symbiose entre Rhizobia légumineuse peut fixer la moitié de l’azote annuelle par voie biologique (HARDY et  HAVELKA ; 1975).La fixation d’azote peut se faire grâce à l’activité des bactéries vivantes en association symbiotique avec des végétaux, les Rhizobia s’associent aux légumineuses ,Frankia, à de nombreux arbustes ligneux  et anabéna vie en symbiose avec azola,une fougère aquatique importante pour la culture du riz (LANSING et al ;2003).


III-2: L’étape de la fixation d’azote atmosphérique :

Le processus de la fixation d’azote comprend une séquence d’étape de réduction qui exige une grande dépense d’énergie (figure 3).
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Figure 3: Les étapes de la réduction de l'azote atmosphérique

(Blondeau, 1980)
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Ces réductions sont extrémements sensibles à l’oxygène et doivent se faire dans des conditions anaérobiques, même   chez les microorganismes aérobiques , la protection des enzymes fixant l’azote est assuré par une variétés de mécanismes parmi les quelles des barrières physique .
III-3: L’importance de mécanisme de fixation :
Ce phénomène est fondamentalement comparable à celui de la photosynthèse          puisqu’il aboutit à la synthèse de composé organique à partir de substance inorganique présenté dans l’atmosphère.
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Certains cellules procaryotes avec quelques plantes assurant cette synthèse, réduisent la molécule d’azote en ammoniaque suivant la réaction globale   N2+3H2                    2NH2.
La fixation de l’azote moléculaire représente dans la nature un processus qui permet le recyclage de l’azote perdu par dénitrification (BLONDEAU, 1977).

III-4: Siége de la fixation de l’azote moléculaire:

Les travaux de BERGENSEN et TURNER ;1967 précisent le siège de la fixation dans le tissu bactérien central, à l’intérieur ou à la surface des bactéroïdes  (ZAOUI ;1981).
IV- La symbiose entre légumineuse et Rhizobia :
Plusieurs microorganismes telluriques établissent des relations nutritionnelles bénéfiques avec les plantes : La symbiose mycorhizienne, la symbiose d’algues et de champignon, de champignon  et d’insecte, de bactéries et de légumineuses  (Fabacées) (MAAROUF ,2000).

La symbiose qui nous occupe est la symbiose des racines légumineuses avec les bactéries du genre Rhizobia (PELMONT ;1995). La bactérie assure la fixation de l’azote atmosphérique grâce à sa nitrogénase, tandis que la plante lui fournit des squelettes carbonés et du sucre (MAAROUF ; 2000).

La symbiose Rhizobia–légumineuses est basée sur des interactions moléculaires complexes , qui contrôlent le processus de symbiose (LANSING et al., 2003) dans l’interaction Rhizobia- légumineuse, on observe un haut niveau  de spécificité  d’hôte .  Cette spécificité est basée sur un dialogue moléculaire, c'est-à-dire un échange de signaux entre les partenaires  symbiotiques. (LEROUGE et al., 1990 ; BERGUM et al., 2001).

L’infection par Rhizobia est contrôlé  par le Gène bacA  qui est nécessaire à l’établissement du nodule (LANSING et al ., 2003).

Les Rhizobia  répondent à des signaux flavonoïdes excrétés par la racine de là plante hôte qui vont induire en retour l’expression des gènes de la nodulation  (Gène nod) (LEROUGE et al., 1990, BERGUM et al., 2001) 
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Figure 4: Représentation schématique des échanges de signaux moléculaires lors de l'initiation de l'interaction  Rhizobium-légumineuses
1 - Exsudation de flavonoïdes spécifiques par la plante hôte.
2 - Perception des flavonoïdes par la protéine Nod D.
3 - Cette perception se traduit lorsque les symbiotes sont compatibles par l'induction des gènes nod.
4 - Synthèse par le Rhizobium des facteurs Nod spécifiques.
5 - Perception par la plante des facteurs Nod et induction de la nodulation (courbure du poil absorbant, formation du méristème nodulaire...).

L’établissement des nodules fait intervenir un gène de la plante nouvellement découverte  et appelé nin, l’expression de ce gène, pendant le développement du nodule, à été  détecter au moyen des sondes in situ dans les tissus des racines de légumineuses ;des inducteurs flavonoїdes, produits par la plante, jouent un rôle majeure dans ce processus. Ils stimulent chez les Rhizobia la synthèse de facteurs NOD spécifiques qui activent les processus symbiotiques de l’hôte, nécessaires à infection des poils radiculaires et au développement du nodule, après la fixation de la bactérie, le poil s’incurve et la bactérie induit chez la plante la formation d’un filament infectieux qui grandit dans le poil radiculaire. (LANSING et al;2003).

Tableau (3) : principales phases de l’établissement de la symbiose effective entre la légumineuse et le Rhizobia,d’après VINCENT ;1967.

	Phases
	Événements correspondants

	Pré infection de racine
	-Multiplication des Rhizobia spécifiques dans la rizosphère.

-Déformation des poils absorbants.

	Infection et genèse du nodule
	-Pénétration du Rhizobia , formation et progression  de cordon infectieux.

-Multiplication des cellules tétraploïdes  et diploïdes  constituant le tissu nodulaire (différenciation du nodule).

	Maturité du nodule (phase intracellulaire)
	-Libération des Rhizobia en dehors du cordon d’infection et formation ou persistance de la membrane enveloppante.

-Multiplication des Rhizobia libérés .

-Conversion sous la forme bactéroïde.

-Etablissement de la symbiose fonctionnelle .

-Réduction et assimilation de l’azote (Maturité nodulaire « sensu –stricto ») .

	Dégénérescence 
	-Libération des Rhizobia dans le sol.


IV -1: La nodosité:


Plusieurs genres  microbiens sont capables de former des nodules fixateurs d’azote chez les légumineuses, parmi eux:

-Allorhizobium , Azorhibium , ,Bradyrizobium , Mesorhizobium , Sinorhizibium et Rhizobium.


Les genres Rhizobia présentent un nombre remarquable de la communauté de la rhizosphère .Ces bactéries peuvent aussi établirent une association symbiotique avec les légumineuses et fixer l’azote ou bénéficié de la plante. (LANSING et al ;2003).


Les nodules ont une teinte rosée ou rouge car ils contiennent de la leghémoglobine car comme l’hémoglobine contient du fer .Seuls les nodules contenants de la leghémoglobine  sont capable de fixer l'azote ; l’information génétique de sa synthèse vient  de la plante et la partie  globine synthétiser par la plante et la partie hème par les  Rhizobia.


la leghémoglobine a une grande affinité pour l’oxygène qui est nécessaire à la croissance des Rhizobia.


La nodosité est une croissance formée sur les racines des légumineuses à la suite de leur infestation par les bactéries fixatrices d'azote (Rhizobia).La formation des nod-                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             osités qui permet l’établissement de la symbiose est le résultat d’un ensemble d’interaction entre bactéries et plante hote (la plante –hote minées  appartenant au groupe des flavonoïdes).


 Dans le cas de la symbiose Rhizobia-légumineuse , par exemple la nodulation intervient seulement si le Rhizobia compatible est présent dans la Rhizosphère de la légumineuse et si cette dernière est sensible à l’infestation par la bactérie .


 La nodulation comprend plusieurs phases dont l’infestation qui commence par une prolifération des Rhizobia dans la Rhizosphère suivie de l’adhésion bactéries à la surface des poils absorbants qui se courbent en forme de crosse, la spécificité à ce stade est assurée par des lectines ou molécules ponts entre des récepteurs à la surface des poils et d’autres à la surface du Rhizobia.

IV-1-1: étapes de la formation de nodules :
1-Les Rhizobia sont attirés par des produits flavonoides ou isoflavoides exsudés par les racines (PLEMENT ;1995) qui servent de chimioattracteurs (BACHA ;2001).L’interaction est spécifique, une souche bactérienne n’attaque pas n’importe quelle plante et inversement la plante ne se laisse pas envahir par n’importe quelle souche, l’interaction est le résultat d’un échange de signaux chimique (WAIS  et al ; 2002).

2-L a fixation de Rhizobia au poils radiculaire fait intervenir des protéines spécifiques , les Rhécadhésines , et des lectines de la plante hôte , les bactéries pénètrent au niveau des poils absorbants dans leurs zones de croissances et y provoquent une déformation des poils (PELMONT ;1995).
3-La plante réagit aussi en formant autour des bactéries une gaine cellulosique dont l’allongement vers l’intérieur va former le cordon d’infection  (PELEMENT ; 1995).
4-Dans le même temps, une région de cortex racina ire entre dans une phase de division mitotique intense (HELLER et al., 2002). Pour former le méristème de la nodule (GONZELAZ  et al ; 2003).

5-Le Rhizobia libéré dans le milieu environnement les lipopolysaccharides (LPS), ces derniers contribuent à dériger la formation du canal infectieux (LAUS et al ; 2004).

6- les bactéries s’entourées par une membrane à l’origine de la plante hote et libers dans le cytoplasme  de la cellule, puis deviennent des bactéroides capables de synthétiser la nétrogénase et autre protéine (GONZELAZ et al ;2003).

7-Le Rhizobia se répond de cellules en cellules, via les filaments infectieux transcellulaire, puis par libération des Rhizobia dans les cellules hôtes ; (PELMENT ;1995).
8-La nodule croit de plus en plus et se charge d’un pigment rouge de la léghémoglobine (HELLER et al ; 2002) Ce dernier est un porteur d’oxygène très important et il facilite la diffusion d’O2 vers les bactéroides (SANCHEZ et al ;1991).

 Les bactéries traversent la paroi du poil en formant un cordon infectieux  à structure tubulaire à l’intérieur de laquelle les bactéries, s’alignent en file.


Pendant ce temps, les bactéries ont évolué en une  forme bactéroidienne  active dans le processus de fixation de l’azote atmosphérique .Plusieurs de ces bactéroides sont enfermées dans des vésicules limitées par des membranes constituants des ensembles appelés symbiosomes. Considérés comme des unités fonctionnelles.

IV-1-2:La génétique des nodules :

Dans la symbiose, le rôle principal du nodule est de fournir un environnement propre a assuré la fixation d’azote par le Rhizobia et les échanges entre celui-ci et la plante hôte (HENNECKE ,1993 ; PREISING  et al ;1996).


Le nodule mature est capable de réduire l’azote moléculaire grâce à un complexe  enzymatique appelé nitrogénase. Le pouvoir fixateur  des bactéroides est codé par des gènes bactériens qui sont :

· Les gènes fix requis pour la fixation de l’azote .

·  Les gènes nif impliqués  dans la synthèse de la nitogénase (FISCHER ,1994  HALBEIB et LUDDEN ; 2000).







IV-2: La nitrogénase:

La nitrogénase est composée de deux métalloprotéines qui comportent trois groupements prosthétiques (DEAN et al ; 1993).

La protéine I appelée dé nitrogénase est un tétramère de haut poids moléculaire (220.000 Daltons) contenant le cofacteur à Fer et à molybdène appelé Fe-Mo  au niveau duquel l’azote moléculaire est réduit en ammoniaque (EADY ;1986 et NEWTON ;1993).


La protéine II est moins volumineuse ; elle renferme seulement du Fer  est  appelé Ferroprotéine (Fepr), son poids moléculaire est généralement compris entre 60000 et 70000 (BLONDEAU ;1980). Elle est responsable du transfert des électrons à la dinétrogénase (NEWTON ; 1993 et ELMERICHE ;1997). 
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          Figure 6 : Principale réaction catalysées par la Nitrogénase ,( Blondeau, 1980) .

Durant la catalyse, les électrons sont délivrés de la dénitrogénase, dans un processus impliquant l'association et la dissociation des composants protéiniques et l'hydrolyse de deux molécule de Mg-ATP pour chaque transfert d'électron (POSTGATE ;1982 et EADY ;1986).


Lorsque ces protéines enzymatiques sont in vitro mises en présence d’un  donneur d’électrons à bas potentiel d’oxydo- réduction comme l’hydro sulfite de sodium (S2O4Na2), d’une source d’énergie tel que l’ATP , d’électron (e-) et d’ions de magnésium , elles provoquent en absence d’oxygène la réduction de l’azote moléculaire en ammoniac (BLONDEAU, 1980).La nitrogénase  peut réduire toute une variété de composer tel que l’azide(N3) , l’acide cyanhydrique (HCN), l’iso cyanure de méthyle (CH3 NC), l’acétylène  (C2 H2) .
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Figure 7: Représentation schématique du fonctionnement du complexe
 Nitrogénasique (Schéma) adapté de (Halbeib et Ludden ,2000)
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Figure 3 : les étapes de la réduction de l'azote atmosphérique (Blondeau, 1980)
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